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Utemeljitev: Zaradi oportunističnega presejanja odkrijemo veliko primerov raka prostate (RP) z 
ugodnejšo prognozo. Mednje spadajo bolniki z ISUP skupino po Gleasonu 1 in 2 (GG1 in GG2). 
Kljub dobri prognozi in možnosti aktivnega opazovanja pri teh bolnikih se bo pri nekaterih po 
radikalni prostatektomiji (RRP) razvila biokemična ponovitev (BKR) ali celo po EAU 
visokorizična BKR s podvojitvenim časom PSA (PSA–DT) ≤ 1 leto, ki je povezana s povečano 
umrljivostjo bolnikov. Vzrok je najverjetneje v heterogenosti RP in neustreznem 
predoperativnem histopatološkem razvrščanju bolezni. Ocena GG kljub razvoju novih 
biomarkerjev še vedno velja za najpomembnejši prognostični dejavnik BKR. Slabost ocene GG 
je subjektivnost in spremenljivost ocene med različnimi patologi. Ploidija DNK je ena od metod, 
ki je objektivna in ima primerljiv prognostični potencial. Za določanje ploidije DNK 
potrebujemo veliko rakavega tkiva, zato je pogosto ne moremo določiti na igelnih biopsijah. Z 
naprednimi tehnološkimi tehnikami lahko na majhnem področju tankih tkivnih rezin izmerimo 
značilke tkivne arhitekture in jedrne morfologije. Z raziskavo smo preverili, ali lahko s 
kombinacijo tkivnih značilk pridobimo primerljivo ali celo boljšo napoved BKR in preživetja 
brez BKR po prostatektomiji v primerjavi z oceno GG ali ploidijo DNK pri populaciji raka 
prostate z ugodno prognozo. 
 
Zasnova raziskave, opis metod: V raziskavo smo vključili 115 bolnikov z nizko– in 
srednjerizičnim RP, ki so imeli RRP v splošni bolnišnici (SB) Celje v obdobju od 2003––2009. 
Oceno GG so določili splošni patologi iz SB Celje (GGG) in patolog ekspert z Inštituta za 
patologijo Medicinske fakultete v Ljubljani (EGG). Ploidijo DNK smo določili na 70 µm debelih 
rezinah vzorcev, dobljenih po prostatektomijah, saj je bilo rakavega tkiva iz igelnih biopsij 
premalo ali je bilo izčrpano. Tkivo smo encimsko razgradili, izolirali celice in jih barvali s 
stehiometričnim barvilom tionin-eozin. S slikovno citometrijo smo določili značilke ploidije 
DNK in ustvarili oceno PS (ang. Ploidy score). Tkivne značilke smo določili na rezinah igelnih 
biopsij debeline 5 µm, obarvanih s tioninom. Rezine smo skenirali in določili diagnostično 
področje na podlagi najslabšega vzorca po Gleasonu. Na podlagi Voronojevega diagrama smo 
izračunali značilke tkivne arhitekture, iz katerih smo z linearno diskriminantno analizo ustvarili 
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oceno MSTA (ang. Multi-scale tissue architecture). Z dodatnimi segmentacijskimi algoritmi 
smo določili popolnoma segmentirana jedra z jasnimi mejami (»dobra jedra«), iz katerih smo 
izračunali jedrne značilke in ustvarili oceno LDO (ang. Large-scale DNA organisation). Iz ocene 
MSTA in ocene LDO smo ustvarili globalno tkivno oceno QTP (ang. Quantitative tissue 
phenotype). 
 
Rezultati: V univariatnem regresijskem modelu so bile statistično značilne spremenljivke ocena 
QTP, ocena LDO, ocena MSTA, skupina EGG, PS in cT (ustrezne vrednosti p: 1,2 x 10–7, 0,004, 
0,028, 0,0016, 0,0002, 0,016). V multivariatnih modelih ocena MSTA ni bila statistično značilna 
v kombinaciji z oceno EGG, temveč v kombinaciji z GGG. Ocena LDO je bila neodvisna 
spremenljivka tudi v modelu z oceno EGG (ustrezne vrednosti p: 0,01 in 0,003). Ocena QTP je 
dosegla najboljšo prognostično vrednost v vseh modelih – kombinacija z oceno EGG in cT 
(ustrezne vrednosti p: 3,7 x 10–5, 0,02 in 0,06). Bolniki z višjo oceno QTP so tako imeli največjo 
verjetnost BKR ali po EAU visokorizične BKR. S kombinacijo ocen GG in MSTA ali ocen GG 
in LDO smo ustvarili skupine, s katerimi smo dodatno izboljšali razslojenost tveganj za BKR. Z 
analizo Kaplan-Meierjevih krivulj smo ugotovili, da ocena QTP najbolje napove preživetje brez 
BKR (test log-rank: p = 4 x 10–12). Ocena LDO ali ocena MSTA sta statistično značilno 
napovedali preživetje brez BKR, vendar ne bolje od ocene EGG ali PS.  
 
Zaključek: Z našo raziskavo smo potrdili, da lahko iz diagnostičnega področja igelne biopsije 
pridobimo prognostične informacije, ki so celo boljše od standardnih histopatoloških ocen ali 
ploidije DNK. Nova kvantitativna metoda pokaže potencial zaznavanja najbolj agresivnih 
fenotipov RP in ima zaradi objektivnih in prognostičnih lastnosti potencial personaliziranega 









Background: Prostate cancer (PCa) with ISUP Grade Group (GG) 1 or 2 characteristics have 
favorable outcomes after radical prostatectomy treatment, yet some of them still progress and 
present with biochemical recurrence (BCR), and some of those (PSA with doubling time of  ≤ 1 
year) will be considered a high-risk BCR. This might be due to disease heterogeneity and 
improper cancer staging and grade classification in pre-operative settings. To date, the GG is the 
most reliable prognostic tool, and has the largest impact on treatment decisions, however the 
subjective nature of GG assessment and significant inter-observer variability, in particular 
amongst general pathologists, have therefore highlighted the need for a more robust and 
objective assessment to guide treatment recommendations. DNA ploidy is an objective 
prognostic tool, however it requires a large amount of PCa cells that are often not available from 
limited biopsy tissue. Technology advances allow us to extract numerous tissue features from a 
small diagnostic area of PCa tissue sections. We hypothesize that combination of tissue 
architecture features and nuclear morphometry features could improve the prediction of cancer 
progression in the form of BCR in comparison to GG assessment or DNA ploidy. 
 
Methods: 115 patients from the General Hospital of Celje (GH Celje) with a low– and favorable 
intermediate risk PCa characteristics that undergone radical retropubic prostatectomy (RRP) 
between years 2003 and 2009 were included in the study. Pathological evaluation from general 
pathologists (GGG) was supplemented by an experienced uropathologist from the Institute of 
Pathology in Ljubljana (EGG), who identified diagnostic area with the worst Gleason pattern to 
be used in the study. DNA ploidy was assessed on prostatectomy samples, which underwent 
tissue disaggregation, cell isolation and staining with a DNA stoichiometric stain. Using image 
cytometry, ploidy features were extracted and a Ploidy Score (PS) generated. Tissue features 
were extracted from thin biopsy tissue sections that were stained with thionin and scanned. 
Voronoi diagram-based algorithms were applied to diagnostic areas. A linear combination of the 
most discriminant architecture features generated a MSTA score. Nuclear morphometry features 
were extracted from perfectly segmented nuclei and LDO score was generated as a linear 
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combination of the most discriminant nuclear features. Using a linear combination of MSTA and 
LDO score, a global tissue score – QTP score was generated. 
 
Results: In a univariate regression model, the variables of QTP score, LDO score, MSTA score, 
EGG, PS score and cT were significant predictors of BCR (respective p values: 1,2 x 10–7, 0,004, 
0,028, 0,0016, 0,0002, 0,016). In a multivariate regression model, MSTA score was significant 
predictor of BCR in model with GGG, however not with EGG. LDO score reached independent 
level in model with EGG (respective p values: 0,01 and 0,003). QTP score was the best 
predictive variable of recurrence in any model, including EGG and cT (respective p values: 3,7 x 
10–5, 0,02 and 0,06). Thus patients with a high QTP score were more likely to experience BCR 
or a high-risk BCR than patients with a low QTP score. Combining MSTA or LDO score with 
GG resulted in a significant stratification of risk of BCR. Survival analysis showed that QTP 
score is the best variable in predicting biochemical free survival (log-rank test: p = 4 x 10–12). 
LDO score or MSTA score were significant predictors of biochemical recurrence free survival, 
however not better in comparison to EGG or PS.  
 
Conclusion: We have shown that tissue architecture and nuclear morphometry features extracted 
from PCa biopsy tissue could improve the prediction of cancer progression in comparison to GG 
or DNA ploidy. The new quantitative method is objective and has potential to identify aggressive 
PCa recurrences and could thereby introduce more personalized approach to guide treatment 














Rak prostate je v Sloveniji po pogostosti na prvem mestu med rakavimi boleznimi pri moških 
(1). Eden od vzrokov širše pojavnosti je tudi t. i. oportunistično presejanje, s čimer ugotavljamo 
veliko število moških z omejenim, začetnim rakom prostate (RP). Radikalno zdravljenje takšne 
oblike raka prostate lahko zaradi stranskih učinkov povzroči slabšo kvaliteto življenja ob dejstvu, 
da ni trdnih dokazov izboljšanja celokupnega preživetja (2,3). Kljub temu bo 5–10 % bolnikov z 
nizkorizičnim RP imelo slab izid tudi po radikalnem zdravljenju (4). Razlog je najverjetneje v 
zmotni oceni agresivnosti raka prostate. Glede na smernice evropskega združenja za urologijo 
(ang. European Association of Urology – EAU) so bolniki z nizkorizičnim in izbrani bolniki s 
srednjerizičnim rakom prostate primerni za program aktivnega opazovanja, pri čemer je treba 
bolnika informirati o možnostih radikalnega zdravljenja med sledenjem. Kljub porastu aktivnega 
opazovanja (ang. active survaillance – AS) je radikalno zdravljenje bolnikov v programu 
aktivnega opazovanja v 10 letih potrebno pri do polovice bolnikov (5,6). Aktivno opazovanje se 
pri nas zaradi pomanjkljivih prognostičnih dejavnikov še ni popolnoma uveljavilo. Tudi v drugih 
razvitih državah se pomemben delež bolnikov z nizkorizičnim rakom prostate odloči za 
agresivno zdravljenje, kljub potencialnim stranskim učinkom takšnega zdravljenja (7). 
Pri bolniku z diagnosticiranim rakom prostate se glede na smernice EAU odločimo o radikalni 
retropubični prostatektomiji (RRP) predvsem na podlagi skupine ISUP (ang. International 
Society of Urological Pathology) po Gleasonu (GG), prostatičnega specifičnega antigena (PSA), 
kliničnega stadija tumorja (cT) in bolnikove pričakovane življenjske dobe. Pomagamo si lahko s 
prognostičnimi modeli, ki združujejo naštete klinične parametre. Eden od teh je ocena CAPRA 
(ang. Cancer of the Prostate Risk Assessment), ki je povezana s tveganjem za napredovanje raka 
prostate (8).  
Ocena stopnje po Gleasonu (GS) , ki je bila leta 1966 opisana kot klasični 5-stopenjski sistem, še 
vedno velja za najpomembnejši napovedni dejavnik izida raka prostate (9). Temelji na 
arhitekturnih vzorcih in ravni celične diferenciacije tumorja. Do sedaj sta veljali dve prilagoditvi 
ocene stopnje po Gleasonu. Prva je bila postavljena leta 2005 in zadnja leta 2014, ko so nastale 
prognostične skupine ISUP 1–5 (GG) (10). 
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Slabost določanja stopnje diferenciacije tumorja z oceno po Gleasonu v vzorcih igelnih biopsij 
prostate je subjektivnost in spremenljivost ocene (med različnimi patologi). S tem je ponovljivost 
rezultatov manj pogosta, saj se rezultati popolnoma ujemajo med seboj le v 48–69 % primerov 
(11–13). S tem v zvezi nastane težava, saj naj bi se po navedbah v literaturi prenizke stopnje 
(GG) raka (angl. undergrading) ocenilo v do polovice primerov (14). Največje razlike so nastale 
predvsem med splošnimi patologi (11,13,14). 
Kljub razvoju sodobnih slikovnih metod (magnetna resonanca – MR prostate) in genetike 
(molekularnih panelov) zdajšnje diagnostične metode še vedno ne dajo zanesljivih informacij, da 
bi lahko z zadostno verjetnostjo ugotovili zamejitev rakavega procesa ali določili, kateri rak 
prostate je agresiven in kateri ne (15,16). Na igelnih biopsijah raka prostate se lahko uporabijo 
komercialni genski testi kot na primer Prolaris, Decipher in OncotypeDx. To so molekularni 
paneli z različnim naborom testiranih genov (16). Nastali so na podlagi splošno sprejete teorije 
genskih mutacij kot vzroka karcinogeneze (na primer mutacija genov, ki so povezani z 
invazivnostjo, celično proliferacijo ali androgeno signalizacijo).  
Genski testi sicer izboljšajo napoved tveganja za agresivno obliko raka prostate vendar predvsem 
v kombinaciji z ostalimi kliničnimi dejavniki, dokazi pa so pridobljeni le na retrospektivnih 
študijah (16). Genski testi se rutinsko ne uporabljajo v klinični praksi, med drugim tudi zaradi 
visokih stroškov (16). Potrebni so novi prognostični modeli, ki bi vključevali dostopnejše 
objektivne biomarkerje za natančnejšo razslojenost tveganja za napredovanje raka prostate za 
vsak posamezni primer. Tako bi izboljšali postopek odločanja. V primeru, da bi ob diagnozi raka 
prostate potrdili nizkorizični biološki potencial, bi lahko bolniku svetovali opazovanje. V 
primeru velike verjetnosti biokemičnega recidiva po RRP pa agresivnejše zdravljenje. 
Duesberg s sod. je predlagal teorijo karcinogeneze, kjer igra osrednjo vlogo anevploidija DNK 
(17). Napake pri segregaciji kromosomov, nestabilnost kromosomov in anevploidija imajo 
vsekakor pomembno vlogo pri karcinogenezi (18,19). Nenormalno količino DNK v jedru rakave 
celice ali anevploidijo lahko izmerimo s pretočno ali slikovno citometrijo. Sodobnejša je 
slikovna citometrija, ki ima klinično uporabnost pri različnih epitelijskih rakih (20). Številni 
raziskovalci poročajo o uporabnosti ploidije DNK pri objektivnejši diagnozi in prognozi raka 
prostate (20,21). Vendar so za določitev ploidije DNK potrebni zapleteni postopki in velika 
količina rakavega tkivnega vzorca, ki pri igelnih biopsijah mnogokrat niso na voljo (22). Tudi 
ločljivost slikovnih citometričnih metod je omejena, saj zaznava kromosomske spremembe večje 
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od 150 Megabaz. O neodvisni prognostični vrednosti ploidije DNK poroča večina raziskav, ki so 
preučevale skupine bolnikov z ugodnejšo prognozo raka prostate (22–25). 
Razvoj optike, računalništva in digitalizacije podatkov je omogočil tudi razvoj novih 
kvantitativnih metod preučevanja strukturnih enot rakavega tkiva (26–29). Z matematičnimi 
modeli in algoritmi strojnega učenja lahko iz visokoresolucijskih digitalnih histoloških slik 
izračunamo prostorsko porazdelitev celic v tkivu ali teksturo kromatina v jedru. Na osnovi 
matematičnih grafov kot so Voronojev diagram in z njim povezana Delaunejeva triangulacija in 
minimalno raztezno drevo lahko iz tkiva izluščimo številne arhitekturne značilke (28,30). 
Merimo lahko tudi jedrno morfologijo ali porazdelitev kromatina v jedru in s tem določimo 
jedrne značilke (31).   
Rakava jedra imajo zaradi genetskih in epigenetskih sprememb drugačno morfologijo, kar 
konvencionalna patološka ocena opredeli samo z nekaj subjektivnimi kriteriji, od katerih je eden 
bistven (poudarjeni nukleoli) (32). Z novo kvantitativno metodo lahko objektivno izmerimo 
precej več značilk kromatina in razčlenimo jedrni (jedrna morfometrija) ter tkivni fenotip (tkivna 
arhitektura) v številne merljive enote in fenotip povežemo s tveganjem za napredovanje raka.  
Meritve jedrnih značilk z novim slikovnim sistemom in metodologijo so bile že opravljene na s 
tioninom obarvanih tkivih in sicer na pljučih, tkivu ustne votline, materničnega vratu in dojke 
(26,27,33,34). Na tankih tkivnih vzorcih so s to metodo uspešno ločili normalne celice od 
rakavih in napovedali katere intraepiteliske neoplastične lezije imajo potencial napredovanja v 
invaziven rak.  
Pilotna študija na igelnih biopsijah raka prostate je pokazala, da imajo jedrne značilke boljšo 
napovedno vrednost za biokemični recidiv (BKR) v primerjavi z oceno po Gleasonu (35).  
Prognostični potencial različnih jedrnih značilk na s tioninom obarvanih vzorcih prostatektomij 
so ugotavljali tudi drugi raziskovalci (36–38). Ugotovili so, da kombinacija jedrnih značilk v 
obliki »jedrnega podpisa« doda pomembno napovedno vrednost obstoječim kliničnim in 
patološkim parametrom. 
Lee s sod. je ocenjeval napovedno vrednost jedrnih značilk za BKR v primerjavi z oceno po 
Gleasonu na s hematoksilinom in eozinom (HE) obarvanih vzorcih tkiva raka prostate (39). 
Pogosteje so jedrne značilke na s HE obarvanih vzorcih raka prostate uporabili z namenom 
samodejnega določanja skupine po Gleasonu (40). 
15 
 
Tudi značilke tkivne arhitekture so večinoma uporabili z namenom samodejnega določanja 
histološke ocene, pri čemer so dosegli dobro korelacijo s histopatološko oceno (GG) (41). Zelo 
malo študij pa je povezalo tkivno arhitekturo z izhodom raka prostate (41). Fogarasi s sod. je 
analiziral tkivno arhitekturo žlez na s HE obarvanih vzorcih igelnih biopsij, Khan s sod. pa je 
uporabil imunofluorescenčno obarvane vzorce prostatektomij. Obe raziskavi sta pokazali 
potencialno prognostično vrednost (42,43).  
Meritve tako številnih slikovnih biomarkerjev kot so značilke tkivne arhitekture, jedrne značilke 
in ploidija DNK doslej še niso bile opravljene na vzorcih istih bolnikov. Prav tako še ni bila 
ocenjena prognostična vrednost kombinacije jedrnih značilk in tkivne arhitekture v primerjavi z 
oceno GG in ploidije DNK na igelnih biopsijah nizko- in srednjerizičnega raka prostate. 
 
Namen dela je raziskati ali lahko z meritvijo jedrnih značilk in tkivne arhitekture iz majhnega 
področja tankih tkivnih rezin vzorca igelne biopsije raka prostate napovemo biokemični recidiv 
po prostatektomiji in ali lahko pridobimo boljše prognostične informacije v primerjavi s ploidijo 
DNK ali celo GG. Če te teze dokažemo, bi lahko s pripravo ~ 5 µm tankega sestrskega vzorca 
(tistemu, na katerem je bila postavljena ocena po Gleasonu) ovrgli potrebo po večji količini 
















1. Kombinacija slikovnocitometričnih meritev jedrnih značilk in tkivne arhitekture neodvisno 
napove biokemični recidiv (BKR) po radikalni prostatektomiji pri bolnikih z nizko– in 
srednjerizičnim rakom prostate. 
 
2. Kombinacija slikovnocitometričnih meritev jedrnih značilk in tkivne arhitekture ima pri 
bolnikih z nizko– in srednjerizičnim rakom prostate boljšo napovedno vrednost za pojav 
BKR po radikalni prostatektomiji kot ocena GG ali ploidija DNK. 
 
3. Kombinacija slikovnocitometričnih meritev jedrnih značilk in tkivne arhitekture ima pri 
bolnikih z nizko– in srednjerizičnim rakom prostate boljšo napovedno vrednost preživetja 

















2. ZASNOVA RAZISKAVE, OPIS METOD 
2.1. OPIS PREISKOVANCEV 
Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (številka 147/02/14). 
Retrospektivno smo pregledali podatke bolnikov, ki so imeli v obdobju 2003–2009 v celjski 
splošni bolnišnici (SB Celje) opravljeno klasično radikalno retropubično prostatektomijo (RRP) 
brez limfadenektomije. Izbrani so bili bolniki, ki so imeli igelne vzorce RP z oceno GG1 ali 
GG2, začetni prostatični antigen (iPSA) 10 ng/ml ali manj, klinični stadij cT1c–cT2b in prostato 
izrezano v zdravo. Po operaciji so bili bolniki spremljani na 4 mesece v prvem letu, na 6 
mesecev v drugem in tretjem letu, nato pa enkrat letno, če ni bil ugotovljen BKR. BKR je bil kot 
primarna končna točka raziskave opredeljen kot porast vrednosti PSA nad 0,4 ng/ml, saj ta 
vrednost najbolje napove metastatsko obolenje (44). Lokalni recidivi so bili ugotovljeni s 
preiskavo holin PET/CT ali biopsijo prostatične lože; oddaljene metastaze smo diagnosticirali s 









Slika 1: Potek raziskave. 
Opomba: QTP: ang. Quantitative tissue phenotype – kvantitativni tkivni fenotip; MSTA: ang. Multi-scale 
tissue architecture – večnivojska tkivna arhitektura; LDO: ang. Large-scale DNA organisation – jedrna 
morfologija; PS: ang. Ploidy score – ocena ploidije DNK; RP: rak prostate. 
 
2.2. HISTOPATOLOŠKA OCENA RAKA PROSTATE 
Biopsije prostate je izvedla skupina urologov, ki so odvzeli po 5 bioptičnih vzorcev iz vsakega 
režnja (skupno 10 vzorcev). Patološko oceno in izvirno diagnozo igelnih biopsij in pripadajočih 
prostatektomij je opravila skupina splošnih patologov iz SB Celje (ang. General Gleason Grade 
Group – GGG). Da bi izključili spremenljivost ocene med patologi, smo vse razpoložljive vzorce 
prenesli v Inštitut za patologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani, kjer jih je izkušena 
uropatologinja (MV) ponovno pregledala, ocenila in izbrala reprezentativni vzorec.  
Reprezentativni vzorec je najslabši žlezni vzorec po Gleasonu. MV je vse vzorce ocenila glede 
na modificirani sistem za ocenjevanje stopnje RP po Gleasonu 2014 in jih razvrstila v skupine 




2.3. ANALIZA PLOIDIJE DNK 
            2.3.1. Tkivno procesiranje 
Na histoloških preparatih biopsij rakavega tkiva, obarvanih s hematoksilinom in eozinom, je MV 
identificirala in označila na stekelcu predel z najslabšim žleznim vzorcem po Gleasonu. Iz 
pripadajočega parafinskega bloka igelne biopsije ali prostatektomije smo odrezali 4 rezine. Prvo 
in četrto (zadnjo) rezino debeline 5 μm smo obarvali s HE, da bi potrdili prisotnost rakavega 
tkiva. Drugo tkivno rezino debeline 5 μm smo uporabili za analizo tkivne arhitekture in jedrne 
morfologije. Tretjo tkivno rezino debeline 70 μm smo uporabili za analizo ploidije DNK. Tkivo 
smo encimsko razgradili in izolirali celice (22). Celice smo s prilagojeno Feulgnovo metodo 
obarvali s stehiometričnim barvilom tionin-eozin (45). Tkivni vzorci iz prostatektomij so 
vsebovali dovolj celic za analizo, medtem ko majhno število celic izoliranih iz igelnih biopsij ni 
zadoščalo za analizo ploidije DNK. 
2.3.2. Slikovna citometrija DNK 
Stekelca z obarvanimi celicami po Feulgnu smo skenirali s slikovnim citometričnim sistemom 
ClearCyte (Perceptronix Inc), ki ima pridruženo programsko opremo ClearCyte™. Del sistema je 
Zeissov mikroskop z objektivom z 20kratno povečavo, povezan z visokoločljivo monokromatsko 
CCD (ang. Charge Coupled Device) kamero. Osvetlitvena valovna dolžina sistema je 600 nm, 
kar ustreza absorpcijskemu vrhu tionina. Sistem samodejno naloži vsako stekelce in pregleda 
območje obarvanih celic. Programska oprema ClearCyte™ (Slika 2) ima vgrajeno funkcijo, ki 
samodejno loči posamezne predmete in tako loči jedra epitelijskih celic od vnetnih celic, 
prekrivajočih se celic in predmetov, ki niso v fokusu. Predmete v galerijah smo dodatno 
pregledali in ročno odstranili še preostale slabe predmete, kot npr. prekrivajoče se celice ali 





Slika 2: Vmesnik programske opreme ClearCyte. 
Opomba: Vmesnik programske opreme ClearCyte, ki se uporablja za vizualizacijo predmetov. Na sliki je 
galerija za pregled posnetih predmetov (jeder). 
 
Vsebnost DNK je bila v vsaki posamezni celici določena z merjenjem njihove integrirane 
optične gostote (ang. integrated optical density – IOD). Indeks DNK (DI) predstavlja 
normalizirano vrednost vsebnosti DNK, ki jo dobimo tako, da celično IOD delimo z IOD 
referenčnih celic. Sistem je naučen, da s segmentacijskim drevesom samodejno razvrsti 
normalne epitelijske celice v svojo skupino. Te celice so bile uporabljene kot notranja referenčna 
celična populacija (22,31,46). Celice je dodatno pregledal izkušen citološki tehnik. Povprečna 
vrednost IOD normalnih epitelijskih celic predstavlja vrednost DI = 1. To pomeni, da ima 
populacija diploidnih celic vrh histograma pri DI = 1 in populacija tetraploidnih celic pri DI = 2, 
medtem ko bi anevploidne celice DNK imele vrh histograma pri vrednosti DI, ki ni večkratnik 




Slika 3: Histogram ploidije DNK. 
Opomba: Histogram; diploidni vzorec (levo) in anevploidni vzorec (desno) (x os: DI, y os: število celic). 
 
2.3.3. Značilke ploidije DNK 
Celice smo razvrstili v 13 različnih skupin z diskretnimi razponi na podlagi DI vsake celice. 
Celice z indeksom DNK, nižjim od 0,9, smo prestavili v razdelek 0, celice z DI enakim ali 
večjim od 0,9 in nižjim od 0,95 (razdelek 1), enakim ali večjim od 0,95, nižjim od 1 (razdelek 2), 
enakim ali večjim od 1, nižjim od 1,1 (razdelek 3), enakim ali večjim od 1,1, nižjim od 1,25 
(razdelek 4), enakim ali večjim od 1,25, nižjim od 1,6 (razdelek 5), enakim ali večjim od 1,6,  
nižjim od 1,85 (razdelek 6), enakim ali večjim od 1,85, nižjim od 1,95 (razdelek 7), enakim ali 
večjim od 1,95 nižjim od 2,05 (razdelek 8), enakim ali večjim od 2,05 nižjim od 2,15 (razdelek 
9), enakim ali večjim od 2,15, nižjim od 2,25 (razdelek 10), enakim ali večjim od 2,25, nižjim od 
2,5 (razdelek 11), ≥ 2,5 (razdelek 12).  
Celice z DI ≥ 2,5 so najverjetneje anevploidne, saj je vrednost DI previsoka, da bi lahko 
pripadala diploidnim celicam v kateri koli fazi celičnega cikla (npr. G2). Med celicami ostalih 
razdelkov so lahko diploidne celice v različnih fazah celičnega cikla ali anevploidne celice. 
Značilke ploidije DNK smo določili z izračunom števila celic v vsakem od 13 razdelkov. Na 
primer, število celic v razdelku 0 smo poimenovali ,9 #, število celic v razdelku 1 pa ,95 # itd. 
Nato smo izračunali odstotek teh celic v vsakem razdelku, tako da smo delili število celic iz 
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razdelka s skupnim številom epitelijskih celic (vsota celic). Na primer, odstotek celic v razdelku 
0 je: ,9 # / vsota celic = ,9 %. To značilko smo poimenovali ,9 %. Nazadnje smo izračunali 
kumulativni odstotek in število celic nad določenimi vrednostmi DI. Na primer, odstotek celic, ki 
je presegal DI 1,1, smo imenovali 1,1ER (ang. 1,1 exceeding rate – presežna stopnja). Število 
celic nad DI 1,1, torej število celic, ki presega DI 1,1 smo poimenovali 1,1E #. 
 
     2.4. KVANTITATIVNA ANALIZA TKIVNEGA FENOTIPA  
Glavni komponenti kvantitativne analize tkivnega fenotipa (ang. Quantitative tissue phenotype 
analysis – QTP) sta analiza tkivne arhitekture (ang. Multiscale tissue architecture – MSTA) in 




Slika 4: Proces tkivne analize. 
Opomba: MSTA: ang. Multi-scale tissue architecture – večnivojska tkivna arhitektura; LDO: ang. Large-




2.4.1. Slikovna analiza 
S tioninom obarvano tanko tkivno rezino (5 μm) igelne biopsije smo skenirali z optičnim 
sistemom MIDI scanner (3DHISTECH), ki je povezan z barvno kamero CCD. Osvetlitvena 
valovna dolžina sistema je 600 nm, kar ustreza absorpcijskemu vrhu tionina. Vsaka lokacija 
absorbirane svetlobe v jedru (slikovni piksel) je sorazmerna s količino DNK na tej lokaciji 
(stehiometrično barvanje). Skenirane slike smo analizirali s platformo za slikovno obdelavo – 
Getafics, ki je bila razvita v BCCA (BC Cancer Agency), Vankuver, Kanada, na oddelku za 
integrativno onkologijo (47). Diagnostično področje (ang. region of interest – ROI) na 
skeniranih slikah je ustrezalo področjem, ki jih je patolog označil na vzorcih, obarvanih s HE. 
Kadar je bilo mogoče, je bilo izbranih več regiji (ROI). V vsakem ROI smo določili obrise 
posameznih žlez, sledila je samodejna segmentacija predmetov (jeder) z naprednimi algoritmi 
(46). Segmentirana jedra smo za izboljšanje rezultatov urejali ročno. Najbolje izostrena slika 
vsakega prepoznanega jedra je bila samodejno izbrana in arhivirana v knjižnico slik. 
2.4.1.1. Slikovna analiza tkivne arhitekture 
Določili smo težišče vsakega predmeta (jedra), ki je bil skupaj s koordinatami žleznih kontur 
shranjen za analizo tkivne arhitekture – analiza MSTA. Analiza temelji na Voronojevem 
diagramu, ki smo ga uporabili kot geometrijski in topološki model prostatičnega tkiva (Slika 5). 
Voronojev diagram se imenuje po ruskem matematiku z imenom Georgy Voronoy. Njegov 
matematični model ravnino diagnostičnega področja razdeli na poligone, katerih center 
gravitacije predstavlja v našem primeru celično jedro. Vsaka točka znotraj poligona je bližje 
jedru lastnega poligona kot kateremu koli jedru drugih poligonov (48). 
2.4.1.2. Slikovna analiza jedrne morfologije 
V vsakem ROI smo uporabili dodatno segmentacijo predmetov (jeder) na podlagi algoritma, ki 
večstopenjsko loči predmete od ozadja glede na intenzivnost slikovnih pik. Za zagotovitev 
kakovosti analize LDO smo segmentirana jedra pregledali in po potrebi ročno urejali (npr. 
odstranili smo neizostrene predmete). Popolnoma segmentirana jedra iz vsake žleze največjega 
ROI smo shranili v galerijo in jih uporabili za analizo. 
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2.4.2. Značilke tkivne arhitekture 
Analiza MSTA vključuje meritve (določanje značilk) na treh ravneh organizacije tkiva (Slika 5). 
Prva stopnja analize temelji na položaju vseh jeder, ne glede na vrsto ali lokacijo celice (ang. 
nuclear based tissue architecture – NbTA). Druga stopnja analize ustreza tkivni arhitekturi, kot 
jo določa položaj vsake žleze, to je tkivna arhitektura na podlagi žlez (ang. gland based tissue 
architecture – GbTA). Tretja in zadnja raven analize ustreza fenotipu žlez (ang. gland phenotype 
– GlandPheno), ki vključuje prostorsko organizacijo jeder znotraj žleze in morfologijo žleze 
(npr. faktor okroglosti). Za celotno ROI smo izračunali povprečje in standardno odstopanje za 






Slika 5: Proces analize tkivne arhitekture. 
Opomba: proces analize tkivne arhitekture. (A) S tioninom obarvane igelne biopsije smo skenirali s 3D 
histotech optičnim bralnikom. Orisali smo diagnostična področja (ROI). (B1–B4)  Določanje tkivne 
arhitekture na podlagi jeder: (B2) samodejna ekstrakcija jedrnih koordinat; (B3) izračun Voronojevega 
diagrama; in (B4) minimalno raztezno drevo, ki temelji na koordinatah jeder. (C–C4) Določanje tkivne 
arhitekture na podlagi žlez: (C) konture žlez se orišejo ročno; (C1) konture žlez so prepoznane 
samodejno; (C2) samodejna ekstrakcija težišča žlez; (C3) ustrezen Voronojev diagram; in (C4) izračun 
minimalno razteznega drevesa. (D2–D4) Določanje žleznega fenotipa za vsako žlezo: (D2) ekstrakcija 




2.4.3. Značilke jedrne morfologije 
Za vsako segmentirano sliko jedra smo izračunali 105 jedrnih značilk. Jedrne značilke je 
podrobno opisal Doudkine (31). Izmerili smo različne lastnosti celičnega jedra in sicer: 
morfološke značilnosti, ki merijo obliko jedra, velikost jedra in nepravilnost jedrnih obodov; 
fotometrične značilnosti, ki merijo intenzivnost obarvanja DNK v jedru; teksturne značilke, ki 
opisujejo porazdelitev DNK v jedru. 
Izračunali smo povprečno in standardno odstopanje za vsako jedrno značilko vseh jeder 
preiskovane populacije, ki ustreza jedrom vseh žlez bolnikove ROI. Skupaj je bilo izračunanih 
več kot 200 jedrnih značilk. 
 
2.5. STATISTIČNA ANALIZA 
Primerjava skupin z BKR ali brez BKR za posamezne značilke ploidije DNK, tkivne arhitekture 
in jedrne morfologije je bila izvedena z neparametričnim testom MannWhitney U (statistično 
značilen, če je p < 0,05).  
Uspešnost kombinacije značilk pri razlikovanju med skupinami smo preiskovali z linearno 
diskriminantno analizo (ang. Linear Forward Stepwise analysis – LDA) (49,50). Za preizkus 
neodvisnosti ali za oceno, ali sta dve spremenljivki soodvisni, smo uporabili test hi-kvadrat. Za 
primerjavo povprečij treh skupin smo uporabili test ANOVA (ang. analysis of variance). 
Prognostično vrednost (napoved BKR) kombinacije značilk smo ocenili z univariatno logistično 
regresijsko analizo. Neodvisno prognostično vrednost kombinacije značilk smo ocenili z 
multivariatno logistično regresijsko analizo, pri čemer smo v modelih uporabili še ostale 
spremenljivke, ki so povezane z BKR. Spremenljivke smo pretvorili v binarni sistem: PSA 0–6 
ng/mL smo kodirali z 0 in PSA 6,01–10 ng/mL z 1; delež pozitivnih stebričkov 0–30 % z 0 in 
31–100 % z 1; starost do 60 let z 0 in nad 60 let z 1; cT1c z 0 in cT2 z 1; pT2 z 0 in pT3 z 1; 
GG1 z 0 in GG2 z 1. 
Preživetje brez BKR smo analizirali s Kaplan-Meierjevimi krivuljami in log-rank testom. V 
analizi nismo uporabili popravka za multiple statistične primerjave. Statistične analize so bile 





3.1. ZNAČILNOSTI PREISKOVANCEV 
V raziskavo smo vključili 115 bolnikov, od katerih smo pri 115 v vzorcih igelnih biopsij 
analizirali tkivno arhitekturo in jedrno morfologijo. Ploidijo DNK smo lahko analizirali na 110-
ih od 115 vzorcev prostatektomij. Ko bo tehnologija dopuščala, bomo tkivno arhitekturo in 
jedrno morfologijo analizirali še na 115 vzorcih prostatektomij.  
Povprečna doba sledenja bolnikov je bila 12,2 let (razpon 6,0–16,2 let). Razpredelnica 1 
prikazuje klinične značilnosti preiskovane populacije. 87 bolnikov (75,7 %) je imelo patološko 
oceno skupine GG1 in 28 bolnikov skupine GG2 (24,3 %). Povprečna predoperativna vrednost 
PSA je bila 5,03 ng/mL, povprečen odstotek pozitivnih stebričkov tkiva pri igelni biopsiji je 
znašal 33 %. BKR smo ugotovili pri 27 bolnikih (23,5 %). 8 od 27 bolnikov z BKR (29,6 %) je 
imelo podvojitveni čas PSA (PSA–DT) enak enemu letu ali manj od enega leta in smo jih na 
podlagi metaanalize Van den Broecka uvrstili po EAU v visokorizično skupino (51). 19 od 27 
bolnikov z BKR, ki so imeli PSA–DT več kot eno leto pa smo uvrstili po EAU v nizkorizično 
skupino (51). Pri dveh bolnikih smo ugotovili lokalni recidiv (eden z EGG1 in eden z EGG2), pri 
dveh pa oddaljene zasevke (eden z EGG1 in eden z EGG2). Oba bolnika z zasevki in eden z 
lokalnim recidivom so bili uvrščeni po EAU v visokorizično skupino. 1 bolnik je umrl zaradi 
raka prostate, 5 zaradi drugih vzrokov. 16 od 27 bolnikov z BKR (59,3 %) je prejelo reševalno 
terapijo. 8 bolnikov je prejelo reševalno radioterapijo (RT) z androgenom deprivacijsko terapijo 
(ADT) ali brez nje, vsi ob vrednosti PSA nad 0,5 ng/mL. 9 bolnikov je prejelo ADT kot 









Povprečje (razpon) ali n (%) 
Celotna populacija 
(n = 115) 
BKR 
(n = 27) 
Kontrola 
(n = 88) 
Doba opazovanja (leta) 12,24 (6,0–16,2)   
PSA (ng/mL) 5,03 (1,0–10,0) 5,2 5,0 
Starost ob RRP (leta) 61,1 (48–72) 61,6 61,3 
Delež pozitivnih stebričkov (%) 33 (10–100) 31,5 34,0 
EGG1 87 (75,7) 13 (48,1) 74 (84,1) 
EGG2 28 (24,3) 14 (51,9) 14 (15,9) 
cT1c 60 (52,2) 9 (33,3) 51 (58) 
cT2 55 (47,8) 18 (66,7) 37 (42) 
pT2 97 (84,3) 19 (70,4) 78 (88,6) 
pT3a 18 (15,7) 8 (29,6) 10 (11,4) 
Oddaljeni zasevki 2 (1,7) 2 / 
Lokalni recidiv 2 (1,7) 2 / 
Reševalna terapija ob BKR / 16 (59,3) / 
Smrt 6 (5,2) 3 (11,1) 3 (3,4) 
Skupno preživetje 94,8 / / 
Za rak prostate specifično preživetje 99,1 / / 
Razpredelnica 1: Klinični podatki preiskovane populacije. 
 
Opomba: Klinični podatki preiskovane populacije. EGG: ang. Expert Gleason Grade – ocena igelne 
biopsije po Gleasonu skupine ISUP patologa eksperta; cT: klinični stadij tumorja; cT1c: z biopsijo 
ugotovljen rak prostate (na podlagi višje vrednosti PSA); cT2: lokaliziran rak prostate; pT: patološki 




3.2. KORELACIJA HISTOPATOLOŠKE OCENE Z BKR IN S PREŽIVETJEM 
BREZ BKR 
Bolniki z oceno EGG2 so imeli statistično značilno več BKR kot bolniki z oceno EGG1; samo 
14,9 % bolnikov z oceno EGG1 je imelo BKR v primerjavi s 50 % bolnikov z oceno EGG2 (po 
Yatesu korigirani test hi-kvadrat, p = 0,0004). 21,5 % bolnikov z oceno GGG1 je imelo BKR v 
primerjavi z 29,6 % bolnikov z oceno GGG2 (po Yatesu korigirani test hi-kvadrat, p = 0,52). 
Občutljivost in specifičnost igelnih biopsij z oceno EGG / GGG za napoved BKR je podana v 
Razpredelnici 2. Kot je bilo pričakovano, so bile pri oceni EGG med bolniki z BKR in brez BKR 
statistično značilne razlike v napovedi preživetja brez BKR (log-rank test, p = 3 x 10–5). Pri oceni 
GGG statistično značilnih razlik nismo ugotovili (log-rank test, p = 0,4) (Slika 6). Skladnost med 
ocenama igelnih biopsij GGG in EGG smo ugotovili v 91 primerih (79 %). Skladnost med 
ocenama prostatektomij GGG in EGG je bila večja, in sicer v 96 primerih (83,5 %). V korelaciji 
med oceno GG in BKR so bile na vzorcih prostatektomij manjše razlike med patologom 




Slika 6: Preživetje brez BKR glede na oceno GGG in EGG . 






Biom. n TP TN FP FN Občutljivost Specifičnost NPV PPV 
MSTA 115 19 49 39 8 0,70 0,56 0,87 0,33 
LDO 115 20 52 36 7 0,74 0,59 0,88 0,36 
QTP 115 17 81 7 10 0,63 0,92 0,89 0,71 
PS 110 11 77 8 14 0,44 0,91 0,84 0,58 
GGG 115 8 69 19 19 0,30 0,78 0,78 0,30 
EGG 115 14 74 14 13 0,52 0,85 0,84 0.50 
Razpredelnica 2: Primerjava prognostičnih dejavnikov biokemične ponovitve pri raku prostate. 
 
Opomba: patološka ocena igelnih biopsij GGG (splošni patolog) in EGG (patolog ekspert), MSTA 
(tkivna arhitektura), LDO (jedrna morfologija), QTP (kvantitativni tkivni fenotip), PS (ploidija DNK). 
TP: ang. True positive – resnično pozitivni, FP: ang. False positive – napačno pozitivni, TN: ang. True 
Negative – resnično negativni, FN: ang. False Negative – napačno negativni, NPV: negativna napovedna 
vrednost, PPV: pozitivna napovedna vrednost. Biom.: biomarker. 
 
3.3. PLOIDIJA DNK  
3.3.1. Značilke ploidije DNK – korelacija z BKR 
Na encimsko razgrajenih vzorcih igelnih biopsij ni bilo moč opraviti analize ploidije DNK zaradi 
iztrošenosti vzorcev, pomanjkanja karcinomskega tkiva in posledične odsotnosti celic za analizo. 
O podobni težavi so poročali Keyes s sod. (22). Analiza ploidije DNK je bila izvedena na 
vzorcih prostatektomij pri 110 bolnikih. Pri dveh bolnikih ni bilo dovolj izoliranih celic za 
analizo, pri treh bolnikih pa vzorci prostatektomij za celično razgradnjo niso bili na voljo. 
Slika 7 prikazuje histogram ploidije DNK dveh študijskih primerov, z BKR in brez BKR. V 
povprečju smo na bolnika analizirali 2147 celic (razpon: 76–10799). Izmed 58 testiranih značilk 
ploidije DNK smo pri 24 značilkah ugotovili statistično pomembno razliko med bolniki z BKR 
ali brez BKR (Wilcoxonov test, p < 0,05). Statistično najbolj značilne so bile predvsem značilke, 
ki ustrezajo anevploidnim razdelkom (npr. ≥ 2,5 %, ≥ 2,5 # in ustrezne vrednosti p: p = 0,0039, p 
= 0,0029), ter značilke iz razdelkov 2,15 % (p = 0,023) in 1,85 # (p = 0,026). Pri vseh teh 
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značilkah smo ugotovili podoben trend, statistično značilno več anevploidnih celic ali celic z 
višjim DI pri bolnikih z BKR. Slika 8 prikazuje slike jeder z naraščajočimi vrednostmi DI 
bolnika iz Slike 9B.  
Celice v razdelkih z DI nad 2,3 so najverjetneje prave anevploidne celice, saj imajo previsok DI, 
da bi lahko pripadal diploidnim celicam ali celicam v fazi G2 celičnega cikla. Celice v drugih 
razdelkih pa lahko pripadajo diploidnim celicam v različnih fazah celičnega cikla ali 
anevploidnim celicam.  
 
 
Slika 7: Histogram ploidije DNK. 
 






Slika 8: Slike celic z naraščajočimi vrednostmi DI. 
 
Opomba: (A) Diploidne celice, (B) Celice z DI okoli 1,5, (C) Celice z DI več kot 2,2. 
 
3.3.2. Izračun ocene PS (ang. Ploidy score – PS) 
Da bi našli potencialno kombinacijo značilk ploidije DNK, ki bi najbolje ločila primere z BKR 
od primerov brez BKR, smo vse značilke uporabili v linearni diskriminantni analizi (LDA). 
Ocena PS je bila določena s pomočjo linearne kombinacije celic razdelkov ≥ 2,5 # in 1,85 #, kar 
ustreza anevploidnim celicam (≥ 2,5 #) in celicam faze S celičnega cikla z anevploidnimi 
celicami (1,85 #) (20). Dodajanje značilk v linearno kombinacijo ni bistveno prispevalo k 
boljšemu razlikovanju primerov. 
PS zazna BKR s 44-odstotno (0,95 CI 0,24–0,64) občutljivostjo in 90,6-odstotno (0,95 CI 0,84–
0,97) specifičnostjo (Razpredelnica 2). Bolnike, ki so imeli negativno vrednost PS, smo 
imenovali bolnike z negativno oceno PS (PS–), in tiste, ki so imeli pozitivno vrednost PS, 
bolnike s pozitivno oceno PS (PS+). V skupino bolnikov s pozitivno oceno PS je bilo uvrščenih 




3.3.3. Korelacija ocene PS z BKR 
Delež bolnikov z BKR je bil v skupini s pozitivno oceno PS statistično značilno večji: 44 % 
(11/25) bolnikov z BKR in 9,4 % (8/85) bolnikov brez BKR je imelo pozitivno oceno PS, kar 
ustreza razmerju obetov 7,56 (test hi-kvadrat, p = 0.0002). Negativno oceno PS smo ugotovili pri 
90,6 % (77/85) bolnikov brez BKR. Statistično značilno večji delež bolnikov z BKR smo 
ugotovili tudi pri bolnikih s prostatektomijo z oceno EGG2: 66,7 % (18/25) bolnikov z BKR in 
41,6 % (31/85) bolnikov brez BKR, razmerje obetov 4,4 (test hi-kvadrat, p = 0,0012). Če je 
oceno GG2 podal splošni patolog, je bil delež bolnikov z BKR 33 % (6/18) in delež bolnikov 
brez BKR 20 % (17/85), kar ustreza razmerju obetov 2,7 (test hi-kvadrat, p = 0,014).  
Zanimala nas je porazdelitev ocene PS med skupinami brez recidiva in po EAU rizičnimi 
skupinami z BKR. Ugotovili smo statistično značilno razliko v oceni PS med skupino brez BKR, 
po EAU nizkorizično skupino z BKR in po EAU visokorizično skupino z BKR (ANOVA, p = 
1,7 x 10–8).  
3.3.4. Korelacija ocene PS s preživetjem brez BKR 
Bolniki z oceno PS+ so imeli statistično značilno krajše preživetje do BKR v primerjavi z bolniki 
z oceno PS– (log-rank test, p = 4x10–6). V skupini bolnikov z oceno PS– je bilo 10-letno 
preživetje brez BKR 86-odstotno (interval zaupanja 0,80–0,93), v skupini z oceno PS+ pa 41-
odstotno (interval zaupanja 0,24–0,71) (Slika 9).  
 
Slika 9: Preživetje brez BKR glede na oceno PS. 
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3.3.5. Regresijska analiza 
Z multivariatnim regresijskim modelom smo preizkusili napovedno vrednost spremenljivk, ki so 
pomembne za napoved BKR: ocena EGG (prostatektomija), pT (patološki stadij), PS, starost ob 
RRP in predoperativna vrednost PSA. Samo dve spremenljivki sta pokazali neodvisno 
napovedno vrednost in sicer PS in pT (ustrezne vrednosti p: 0,001 in 0,029, ustrezno razmerje 
obetov: 7,3 in 4,0).  
 
3.4. TKIVNA ARHITEKTURA 
3.4.1. Izračun ocene MSTA  
Med skupinama bolnikov z BKR in brez BKR smo primerjali porazdelitev treh skupin značilk 
MSTA (NbTA, GbTA in GlandPheno). Statistično značilno razliko med vzorci bolnikov z BKR 
in brez BKR je pokazalo 14/40 značilk NbTA, 20/63 značilk GlandPheno in 2/33 značilk GbTA 
(Wilcoxonov test, p < 0,05). Značilke GbTA smo izključili iz nadaljnjih analiz, ker je večino 
diagnostičnih področij vsebovalo manj kot 20 žlez.  
Za izračun ocene MSTA smo uporabili linearno diskriminantno analizo. Z LDA smo določili 
kombinacijo treh značilk, ki najbolje ločijo skupine: povprečje faktorja okroglosti Voronojevih 
poligonov (značilka NbTA), povprečje (vseh žlez) standardnega odklona razdalj do treh 
najbližjih Delaunayjevih sosed znotraj vsake žleze (značilka GlandPheno) in standardni odklon 
vrednosti faktorja okroglosti, izračunan za vsako žlezo v ROI (značilka GlandPheno). Linearna 
kombinacija teh treh značilk je ustvarila oceno MSTA. Dodatne značilke niso izboljšale stopnje 
razlikovanja. Tiste bolnike, katerih ROI je imel negativno oceno MSTA, smo imenovali MSTA 
negativni ali MSTA– bolniki. Bolnike, katerih ROI je imel pozitivno oceno MSTA, smo 
imenovali MSTA pozitivni ali MSTA+ bolniki.  
3.4.2. Korelacija ocene MSTA z BKR 
Delež bolnikov z BKR je bil v skupini bolnikov z MSTA+ statistično značilno večji kot v 
skupini bolnikov z MSTA–: 32,7 % (19/58 MSTA+ bolnikov) v primerjavi s 14,0 % (8/57 
MSTA– bolnikov), kar ustreza razmerju obetov 3,0 (test hi-kvadrat, p = 0,003). Občutljivost, 
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specifičnost, NPV (negativna napovedna vrednost) in PPV (pozitivna napovedna vrednost) ocene 
MSTA za napoved BKR so podane v Razpredelnici 2. Občutljivost ocene MSTA za BKR je 
bistveno boljša (70 %) kot občutljivost ocene EGG (52 %) kot tudi GGG (30 %), vendar z veliko 
manjšo specifičnostjo, 56 % v primerjavi s 85 % (EGG) in 78 % (GGG). Slika 10 kaže korelacijo 
ocene MSTA s skupino z BKR in brez BKR (levo) in po EAU rizičnimi skupinami z BKR 
(desno). Ugotovili smo statistično značilno razliko v oceni MSTA med skupino brez BKR, po 




Slika 10: Korelacija ocene MSTA s skupinami z BKR. 
 
Opomba: Korelacija ocene MSTA s skupino brez BKR (0) in s skupino z BKR (1) (levo), ter s skupino 
brez BKR (0), po EAU nizkorizično skupino z BKR (1) in po EAU visokorizično skupino z BKR (2) 
(desno). 
3.4.3. Korelacija ocene MSTA s preživetjem brez BKR 
Razliko v preživetju brez BKR med bolniki z oceno MSTA– in MSTA+ smo testirali s 
primerjavo Kaplan-Meierjevih krivulj (Slika 11, levo) in dokazali statistično značilno razliko 
(log-rank test, p = 0,002). V skupini bolnikov z negativno oceno MSTA je bilo 10-letno 
preživetje brez BKR 90,2-odstotno (interval zaupanja 0,83–0,98), v skupini bolnikov s pozitivno 




Slika 11: Preživetje brez BKR glede na oceno MSTA in LDO. 
3.4.4. Kombinacija ocene GG in ocene MSTA  
Ugotovili smo, da ocena MSTA loči primere z BKR in brez BKR znotraj posameznih ocen GG 
(Slika 12, levo), ta trend smo ugotovili tudi pri rizičnih skupinah z BKR po EAU (Slika 12, 
desno). Da bi izboljšali napoved tveganja za BKR, smo ustvarili skupine s kombinacijo ocene 
GG in ocene MSTA. S pomočjo ocen GGG ali EGG smo dobili štiri skupine bolnikov s 
tveganjem za biokemično ponovitev. Ne glede na to, ali je šlo za kombinacijo ocen GGG ali 
EGG, se je napoved tveganja izboljšala v primerjavi z enim samim prognostičnim dejavnikom.  
Rizične skupine v kombinaciji ocene MSTA in ocene EGG so: skupina 1 (EGG = 1 in MSTA–), 
delež BKR je bil 8,7 % (6/39); skupina 2 (EGG = 1 in MSTA+), delež BKR je bil 22,5 % 
(12/42); skupina 3 (EGG = 2 in MSTA–), delež BKR je bil 36,4 % (2/12); skupina 4 (EGG = 2 
in MSTA+), delež BKR je bil 55,5 % (7/16).   
S Kaplan-Meierjevimi krivuljami smo primerjali preživetje brez BKR teh štirih skupin bolnikov 
(Slika 13). Med skupinama A in D ter skupinama B in D je bila statistično značilna razlika 
(ustrezne vrednosti p: p = 0,00004 in p = 0,004), medtem ko je bila razlika med skupinama A in 
C mejna (p = 0,052). Med skupinama C in D (p = 0,30) ter skupinama B in C ni bilo statistično 






Slika 12: Grafikon kvantilov ocene MSTA glede na oceno EGG in BKR. 
 
Opomba: Grafikon kvantilov za oceno MSTA glede na oceno EGG in BKR (levo). Skupina A (bolniki 
brez BKR), skupina B (bolniki z BKR). Grafikon kvantilov za oceno MSTA glede na oceno EGG in po 
EAU rizične skupine z BKR (desno). Skupina A (bolniki brez BKR), skupina B (po EAU nizkorizični 







Slika 13: Preživetje brez BKR glede na rizične skupine EGG in MSTA. 
 
Opomba: (A) EGG1 / MSTA–, (B) EGG1 / MSTA+, (C) EGG2 / MSTA– in (D) EGG2 / MSTA+. Log-
rank test pokaže statistično značilno razliko med skupinami A in C (p = 0,05), A in D (p = 0,00004) ter B 
in D (p = 0,004). 
3.4.5. Regresijska analiza 
V univariatni analizi so bili le ocena EGG, klinična stopnja in ocena MSTA statistično značilni 
napovedni dejavniki BKR (z ustreznimi vrednostmi p: p = 0,0016, p = 0,016 in p = 0,028), 
medtem ko ocena GGG, PSA, starost in delež pozitivnih stebričkov niso bili statistično značilni 
(Razpredelnica 3).  
Da bi napovedali BKR, smo z multivariatnimi regresijskimi modeli preizkusili oceno EGG, cT in 
MSTA v različnih kombinacijah. Ocena EGG je bila najboljša napovedna spremenljivka v 
katerikoli kombinaciji, sledila je klinična stopnja in nato ocena MSTA. Ko smo oceno EGG, cT 
in MSTA združili v multivariatno regresijsko analizo, je ostala neodvisna spremenljivka le ocena 
EGG (p = 0,013). V modelu z oceno splošnega patologa namesto eksperta je ocena MSTA ostala 




Spremenljivka Std. napaka Vrednost p Razmerje obetov 
Starost 0,23 0,719 1,2 
PPS 0,22 0,26 0,61 
PSA 0,24 0,543 0,75 
cT 0,23 0,016 3,1 
GGG 0,24 0,21 1,8 
EGG 0,24 0,0016 4,5 
MSTA 0,24 0,028 3,0 
LDO 0,48 0,004 4,1 
QTP 0,56 1,2 x 10–7 19,4 
PS 0,54 0,0002 7,5 
Razpredelnica 3: Univariatna regresijska analiza za napoved BKR. 
 
Opomba: V krepkem tisku so statistično značilne spremenljivke. PPS (delež pozitivnih stebričkov); 
patološka ocena igelnih biopsij GGG (splošni patolog) in EGG (patolog ekspert); MSTA (tkivna 
arhitektura); LDO (jedrna morfologija); QTP (kvantitativni tkivni fenotip); PS (ploidija DNK).  
 
3.5. JEDRNA MORFOLOGIJA 
3.5.1. Izračun ocene LDO  
V povprečju smo na bolnika analizirali 211 celic. Statistično pomembno razliko med vzorci 
bolnikov z BKR in brez BKR je pokazalo 10/224 jedrnih značilk (Wilcoxonov test, p  < 0,05). 
Jedrna značilka, ki meri teksturo jedra, standardni odklon kratkih dolžin 90, je pokazala najboljšo 
diskriminacijo med skupinama (p = 0,00025). Za izračun ocene LDO smo v linearni 
diskriminantni analizi uporabili vse jedrne značilke, določene na »dobrih jedrih« diagnostičnega 
področja (Slika 14). »Dobra jedra« so popolnoma segmentirana jedra z jasnimi mejami. Z LDA 
smo določili kombinacijo petih jedrnih značilk, ki najbolje ločijo skupine. Tri značilke merijo 
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teksturo jedrnega kromatina: standardni odklon energije (ang. energy) določa visoke vrednosti 
jedrom, ki imajo večja področja konstantne sivine in predstavlja nasprotje entropije; povprečje 
stopnje sivine 45 (ang. gray 45 level) in standardni odklon kratkih dolžin 90 (ang. short 90 runs) 
opisujeta porazdelitev kromatina kot dolžine zaporednih slikovnih pikslov z enako stopnjo sivine 
v različnih odklonih: 0°, 45°, 90° in 135°). Preostali dve značilki merita obliko jedra; povprečje 
sferičnosti (ang. sphericity) in standardni odklon okroglosti (ang. circularity). Linearna 
kombinacija teh petih značilk je ustvarila oceno LDO. Tiste bolnike, katerih ROI je imel 
negativno oceno LDO, smo imenovali LDO negativni ali bolniki LDO–. Bolnike, katerih ROI je 
imel pozitivno oceno LDO, smo imenovali LDO pozitivni ali bolniki LDO+.  
 
 
Slika 14: »Dobra jedra« in porazdelitev ene od statistično značilnih jedrnih značilk. 
 
Opomba: Na sliki levo so prikazana »dobra jedra«, ki smo jih uporabili za morfološko analizo. Na teh 
jedrih smo določili značilke jedrne morfologije. Na sliki desno je prikaz porazdelitve značilke stopnje 
sivine (ang. gray  level) v jedru rakave celice. Gre za značilko, ki meri teksturo kromatina in je bila 
izbrana v linearni diskriminantni analizi za oceno LDO. 
3.5.2. Korelacija ocene LDO z BKR 
Delež bolnikov z BKR je bil v skupini z LDO+ bistveno večji kot v skupini z LDO–: 35,7 % 
(20/56 bolnikov LDO+) v primerjavi z 11,9 % (7/59  bolnikov LDO–), kar ustreza razmerju 
obetov 4,1 (test hi-kvadrat, p = 0,005). Pri oceni LDO smo ugotovili večjo občutljivost za BKR z 
manjšo specifičnostjo glede na skupini EGG ali GGG (Razpredelnica 2). Slika 15 kaže korelacijo 
ocene LDO s skupino z BKR in brez BKR (levo) in po EAU rizičnimi skupinami z BKR (desno). 
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Ugotovili smo statistično značilno razliko v oceni LDO med skupino brez BKR, po EAU 
nizkorizično skupino z BKR in po EAU visokorizično skupino z BKR (ANOVA, p = 1,4 x 10–9).  
 
Slika 15: Korelacija ocene LDO s skupinami z BKR . 
 
Opomba: Korelacija ocene LDO s skupino brez BKR (0) in s skupino z BKR (1) (levo), ter s skupino brez 
BKR (0), po EAU nizkorizično skupino z BKR (1) in po EAU visokorizično skupino z BKR (2) (desno).   
3.5.3. Korelacija ocene LDO s preživetjem brez BKR 
Ugotovili smo statistično značilno razliko v preživetju brez BKR med bolniki z oceno LDO– in 
LDO+ (log-rank test, p = 0,003) (Slika 11, desno). V skupini bolnikov LDO– je bilo 10-letno 
preživetje brez BKR 88-odstotno (interval zaupanja 0,80–0,97), v skupini LDO+ pa 67-odstotno 
(interval zaupanja 0,56–0,81).  
3.5.4. Kombinacija ocene GG in LDO  
Pri oceni LDO smo ugotovili, da še posebno dobro loči primere z BKR ali brez BKR znotraj 
skupine EGG1 (Slika 16, levo), medtem ko znotraj skupine EGG2 loči predvsem visokorizične 
primere z BKR (Slika 16, desno). Tudi pri oceni LDO je kombinacija z oceno GGG ali EGG 
izboljšala napoved tveganja za BKR v primerjavi z enim samim prognostičnim dejavnikom.  
Rizične skupine v kombinaciji ocene LDO in skupine EGG so: skupina 1 (EGG = 1 in LDO–, 
delež BKR je bil 4,2 % (2/48); skupina 2 (EGG = 1 in LDO+), delež BKR je bil 28,2 % (11/39); 
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skupina 3 (EGG = 2 in LDO–), delež BKR je bil 45,5 % (5/11); skupina 4 (EGG = 2 in LDO+), 
delež BKR je bil 53,0 % (9/17).   
Primerjali smo preživetje brez BKR teh štiri skupin bolnikov (Slika 17). Med skupinama A in B, 
A in C, A in D ter skupinama B in D je bila statistično značilna razlika (ustrezne vrednosti p: p = 
0,002, p = 6 x 10–5, p = 1 x 10–6, p = 0,04), medtem ko med skupinama C in D (p = 0,7) ter 
skupinama B in C ni bilo statistično značilne razlike (p = 0,2).  
 
 
Slika 16: Grafikon kvantilov ocene LDO glede na oceno EGG in BKR. 
 
Opomba: Grafikon kvantilov za oceno LDO glede na oceno EGG in BKR (levo). Skupina A (bolniki brez 
BKR), skupina B (bolniki z BKR). Grafikon kvantilov za oceno LDO glede na oceno EGG in po EAU 
rizične skupine z BKR (desno). Skupina A (bolniki brez BKR), skupina B (po EAU nizkorizični bolniki z 




Slika 17: Kaplan-Meierjeve krivulje glede na rizične skupine EGG in LDO. 
 
Opomba: (A) EGG1 / LDO–, (B) EGG1 / LDO+, (C) EGG2 / LDO– in (D) EGG2 / LDO+. Log-rank test 
pokaže statistično značilno razliko med skupinami A in C (p = 6 x 10–5), A in D (p = 1 x 10–6), B in D (p 
= 0,04) ter A in B (p = 0,002). 
3.5.5. Regresijska analiza 
V univariatni regresijski analizi (Razpredelnica 3) je ocena LDO pokazala statistično značilno 
napovedno vrednost za BKR (p = 0,004). Z multivariatno analizo smo testirali 2 modela. V 
prvem smo testirali oceno LDO v kombinaciji z oceno patologa eksperta ter ostalimi 
spremenljivkami (cT, PPS, starost, PSA). EGG, LDO in cT so bile neodvisne spremenljivke za 
napoved BKR (ustrezne vrednosti p: 0.003, 0.01 in 0.04, razmerje obetov: 4,9, 4,1 in 3,1). V 
drugem modelu z oceno splošnega patologa sta bili neodvisni spremenljivki LDO in cT (ustrezne 




3.6. KOMBINACIJA OCENE MSTA IN LDO – OCENA QTP  
Zanimala nas je prognostična vrednost kombinacije ocene MSTA in LDO. Z linearno 
diskriminantno analizo ocene MSTA in LDO smo ustvarili oceno QTP (ang. Quantitative tissue 
phenotype score – ocena QTP). Tiste bolnike, katerih ROI je imel negativno oceno QTP, smo 
imenovali QTP negativni bolniki ali bolniki QTP–. Bolnike, katerih ROI je imel pozitivno oceno 
QTP, smo imenovali QTP pozitivni bolniki ali QTP+ bolniki. 
Delež bolnikov z BKR je bil v skupini QTP+ statistično značilno večji kot v skupini QTP–: 70,8 
% (17/24) v primerjavi z 11,1 % (10/90), kar ustreza razmerju obetov 19,4 (test hi-kvadrat, p = 5 
x 10–9). Z grafičnimi prikazi v obliki grafikona kvantilov vidimo, da ocena QTP najbolje loči 
bolnike brez BKR in z BKR ter doda prognostično vrednost k posamezni oceni skupine EGG 
(Slika 18, levo). Bolniki s po EAU visokorizičnim BKR imajo v povprečju višje vrednosti ocene 
QTP glede na bolnike brez BKR ali po EAU nizkorizične bolnike z BKR (ANOVA, p = 6,8 x 
10–14) (Slika 18, desno). 
 
 
Slika 18: Grafikon kvantilov ocene QTP glede na oceno EGG in BKR. 
 
Opomba: Grafikon kvantilov za oceno QTP glede na oceno EGG in BKR (levo). Skupina A (bolniki brez 
BKR), skupina B (bolniki z BKR). Grafikon kvantilov za oceno QTP glede na oceno EGG in po EAU 
rizične skupine z BKR (desno). Skupina A (bolniki brez BKR), skupina B (po EAU nizkorizični bolniki z 
BKR: PSA–DT > 1 leto), skupina C (po EAU visokorizični bolniki z BKR: PSA–DT ≤ 1 leto).  
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3.6.1. Korelacija QTP s preživetjem brez BKR 
Ugotovili smo statistično značilno razliko v preživetju brez BKR med bolniki z oceno QTP– in 
QTP+ (log-rank test, p = 4 x 10–12) (Slika 19). 
V skupini bolnikov QTP– je bilo 10-letno preživetje brez BKR 88-odstotno (interval zaupanja 
0,83–0,96), v skupini QTP+ pa 36,5-odstotno (interval zaupanja 0.21–0,63).  
 
Slika 19: Preživetje brez BKR glede na oceno QTP.  
3.6.2. Regresijska analiza 
Z multivariatno regresijsko analizo smo testirali model z oceno QTP, v katerega smo vključili še 
dve najpomembnejši spremenljivki za napoved BKR glede na univariatno analizo – EGG in 
klinični stadij. Le ocena QTP in ocena EGG sta dosegli neodvisno prognostično vrednost 
(ustrezne vrednosti p: 3,5 x 10–6 in 0,02, ustrezna razmerja obetov: 16,5 in 3,9). 
Na populaciji 110 bolnikov, ki so imeli določene vse biomarkerje, smo testirali model z oceno 
QTP, oceno PS, oceno EGG (igelna biopsija) in kliničnim stadijem. V tem primeru ocena EGG 
ni dosegla neodvisne prognostične vrednosti (p = 0,077), temveč ocena QTP in ocena PS 




Slika 20: Razsevni grafikon ocene MSTA in ocene LDO . 
 
Opomba: Skupina A (bolniki brez BKR), skupina B (po EAU nizkorizični bolniki z BKR: PSA–DT > 1 














4.1. GLAVNI IZSLEDKI RAZISKAVE 
Z našo raziskavo smo potrdili, da imajo značilke jedrne morfologije in tkivne arhitekture 
potencial razlikovanja med bolniki z BKR ali brez BKR. Kombinacije značilk, ki tvorijo oceno 
MSTA, LDO ali QTP, pa pokažejo razlikovanje med skupinami, ki je primerljivo ali celo boljše 
v primerjavi s histopatološko oceno ali z oceno ploidije DNK. Še več, rezultati ocen MSTA, 
LDO in QTP kažejo trend razlikovanja po EAU visokorizičnih bolnikov z BKR od po EAU 
nizkorizičnih bolnikov z BKR ali bolnikov brez BKR. Pri tem moramo upoštevati dejstvo, da so 
jedrne in tkivne značilke pridobljene z meritvami z majhnega diagnostičnega področja igelne 
biopsije, histopatološka ocena s pregledom celotnega tkiva igelne biopsije, ploidija DNK pa iz 
tkiva prostatektomij. 
Ugotovili smo, da ocena MSTA kot neodvisni napovedni dejavnik BKR doda pomembne 
prognostične informacije predvsem k histopatološki oceni splošnega patologa. Ocena LDO 
doseže neodvisno prognostično vrednost ne glede na ekspertizo patologa. Oceni MSTA in LDO 
se v kombinaciji dopolnjujeta, saj ocena QTP pokaže najboljšo napovedno vrednost biokemične 
ponovitve, tudi v primerjavi z oceno EGG in cT (ustrezna razmeja obetov: 16,5, 3,9 in 3,0; 
ustrezne vrednosti p: 3,5 x 10–6, 0,02 in 0,064). V modelu s ploidijo DNK (ocena PS) je bila 
ocena QTP še vedno najboljši napovedni dejavnik za BKR (p = 3,7 x 10–5, razmerje obetov je 
14,1). V tem modelu ocena patologa eksperta ni dosegla neodvisne prognostične vrednosti. 
Glede na predstavljene rezultate lahko potrdimo tako prvo kot drugo hipotezo. Še več, s 
primerjavo Kaplan-Meierjevih krivulj in log-rank testa smo ugotovili najboljšo napoved ocene 
QTP za preživetje brez BKR v primerjavi z oceno EGG in ploidijo DNK, s čimer lahko potrdimo 
tudi zadnjo, 3. hipotezo (log-rank test z ustreznimi vrednostmi p: 4 x 10–12, 3 x 10–5 in 4 x 10–6).  
 
4.2. PRIMERJAVA Z LITERATURO 
Naša raziskava je prva, v kateri smo na diagnostičnih področjih igelnih biopsij RP, obarvanih s 
tioninom, izmerili značilke tkivne arhitekture in jedrne morfologije ter njihovo kombinacijo 
povezali z izidom RP. Raziskave svetovne literature večinoma poročajo o rezultatih meritev 
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posamičnih tkivnih komponent bodisi tkivne arihetkure ali jedrne morfologije (40,41). Do sedaj 
še nobena raziskava ni ocenila tkivnega fenotipa na istem vzorcu RP tako celovito in s tako 
bogatim naborom slikovnih značilk. Še več, le redke raziskave povežejo rezultate z izidom RP. 
Doslej je samo ena raziskava povezala jedrne značilke s tkivno arhitekturo na vzorcih TMA 
(ang. tissue microarray cores) prostatektomij, obarvanih s HE, in primerjala njihovo napovedno 
učinkovitost z oceno po Gleasonu (39). Iz tumorskih in sosednjih benignih predelov so na 
podlagi kombinacije slikovnih značilk ustvarili oceno TABS (ang. tumor plus adjacent benign 
signature). Ugotovili so, da ima ocena TABS primerljivo prognostično vrednost kot ocena po 
Gleasonu, v kombinaciji pa se napoved za BKR izboljša. Med kombinacijo desetih značilk ocene 
TABS, so bile zastopane le značilke jedrne oblike iz tumorskih predelov in značilke lokalne 
prostorske jedrne porazdelitve benignih predelov.  
Tudi genski testi za oceno tveganja za BKR ali zasevke raka prostate so v literaturi precej 
skromno zastopani. Namreč, test Prolaris je bil v ta namen uporabljen na igelnih biopsijah raka 
prostate le v dveh raziskavah, obe raziskavi pa sta bili ocenjeni z visoko stopnjo pristranskosti 
(16). Ena raziskava z uporabo Oncotype Dx testa na igelnih biopsijah raka prostate z ugodnim 
tveganjem poroča o statistično značilni napovedi preživetja brez BKR ali zasevkov, vendar so 
beležili le 5 primerov z zasevki (16,52). Le dve študiji poročata o uporabi testa Decipher 
izključno na igelnih biopsijah raka prostate (16,53,54). Obe raziskavi z majhnim številom 
vključenih bolnikov (57 in 121) poročata, da test izboljša napoved zasevkov v kombinaciji z 
ostalimi kliničnimi in histološkimi dejavniki tveganja (53,54). 
4.2.1. Tkivna arhitektura v literaturi 
Raziskovalci so večinoma proučevali tkivno arhitekturo RP z namenom samodejnega določanja 
stopnje po Gleasonu in s tem odpravljanja spremenljivosti med patologi (41). Raziskave se med 
seboj razlikujejo v obdelavi tkivnih vzorcev, segmentacijskih algoritmih itd. Denimo, le redki so 
uporabili Voronojeve diagrame kot matematični in topološki model za proučevanje organizacije 
prostatičnega tkiva (55–58). Vsi so uporabili s HE obarvane vzorce in večina je povezala 
značilke tkivne arhitekture z razvrščanjem v benigne skupine ali v različne stopnje po Gleasonu. 
Z arhitekturnimi značilkami so uspešno razlikovali vzorce po Gleasonu 3 in 4 v 77  % do 91,5 % 
(57,58). Le Sudbo s sod. je v pilotni študiji na kohorti 30 bolnikov ugotovil potencial 
arhitekturnih značilk pri razlikovanju primerov RP z dobro ali slabo prognozo. Skupine je 
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uspešno ločil z uporabo 27 značilk, od tega jih je 5 pokazalo prognostični potencial, še posebno 
značilka, ki izhaja iz meritev Delaunayjevih poligonov (55).  
Fogarasi in Khan s sod. sta uporabila drugačne topografske modele za povezavo tkivne 
arhitekture z izidom RP (42,43). Fogarasi s sod. je na 1027 vzorcih igelnih biopsij, obarvanih s 
HE, analiziral značilke na podlagi tako imenovanih »predmetov v žlezi« (ang. glandular object 
oriented image analysis). S konstrukcijo multivariatnega modela so v kombinaciji žleznih 
arhitekturnih značilk, predoperativnimi kliničnimi parametri in drugimi biomarkerji izboljšali 
predvidevanje preživetja po prostatektomiji v primerjavi z modelom s standardnimi kliničnimi 
parametri (42). O podobnih rezultatih je poročal Khan s sod., ki je v multivariatnih prognostičnih 
modelih uporabil značilke žlezne arhitekture, določene na imunofluorescenčno obarvanih 
vzorcih prostatektomij 324 bolnikov (43).  
Če povzamem, za določitev tkivne arhitekture na vzorcih raka prostate smo edini uporabili 
stehiometrično barvilo tionin-eozin, ki jasno prikaže jedra celic, njihovo lokacijo v tkivu in 
posledično omogoča natančno delno samodejno segmentacijo jeder v ROI (46). Tako smo na 
precej enostaven način sočasno določili arhitekturne značilke na različnih strukturnih enotah 
prostatičnega tkiva (tako žlez kot tkiva v celoti). Še več, na istem tkivu smo z nadaljnjimi 
segmentacijami lahko določili tudi jedrne značilke. To je pomembno, saj, kot smo dokazali v 
naši raziskavi, so arhitekturne značilke bolj uspešne pri napovedi napredovanja RP v kombinaciji 
z drugimi kliničnimi parametri (kot npr. ocena GG ali ocena LDO). To so pokazale tudi že 
omenjene raziskave (39,42,43). 
4.2.2. Jedrna morfologija v literaturi 
Lee s sod. je pri pregledu literature ugotovil, da je bila tudi jedrna morfologija večinoma 
uporabljena za samodejno določanje vzorcev po Gleasonu, ne pa toliko za povezavo z 
agresivnostjo RP (39). Ena od izjem je bil Khan s sod., ki je na vzorcih prostatektomij 227 
bolnikov z BKR, obarvanih s tioninom, določil oceno QNG (ang. quantitative nuclear grade) 
(36). Ocena QNG je izboljšala natančnost predvidevanja zasevkov v primerjavi z oceno po 
Gleasonu. Veltri s sod. je na vzorcu 112 prostatektomij prav tako uporabil oceno QNG 
(izračunano iz 14 od nabora 40 jedrnih značilk) (37). Ugotovil je, da je ocena QNG boljša pri 
predvidevanju BKR v primerjavi s histopatološkim modelom (ocena po Gleasonu in patološki 
stadij), v kombinaciji pa se je napoved BKR še izboljšala.  
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Hveem s sod. je na vzorcih s tioninom obarvanih prostatektomij 317 bolnikov z meritvami jedrne 
teksture ob periferiji jedra izboljšal razvrstitev tveganja za BKR bolnikov z visoko oceno 
CAPRA–S in pri bolnikih z GS 7 (skupna ocena po Gleasonu 7) (38).  
Do sedaj je le MacAulay s sod. uporabil s tioninom obarvano tkivo biopsij RP (TMA) za oceno 
prediktivne vrednosti jedrne morfologije za BKR (35). Ugotovil je, da ocena GOALS (ang. 
Genomic Organization at Large Scales) v primerjavi z oceno po Gleasonu bolj natančno razvrsti 
bolnike v skupine z BKR ali brez BKR. Bolnike so najbolje razvrstili, ko so uporabili epitelijske 
celice, ki so bile oddaljene več kot dve plasti od bazalne membrane (luminalne celice). Pri tvorbi 
ocene GOALS je uporabil 3 jedrne značilke iz nabora 110 značilk.  
4.2.3. Ploidija DNK v literaturi 
Čeprav je literatura o ploidiji DNK obsežna, ni prav veliko raziskav, ki bi obravnavale populacije 
RP z ugodnim tveganjem. Raziskovalci starejše raziskave iz obdobja neprilagojene ocene GS so 
poročali, da je bila ocena GS na vzorcih prostatektomij v multivariatni analizi najboljši 
napovedni dejavnik napredovanja RP. V skupini bolnikov z GS 6 ali manj pa je ploidija DNK 
pokazala neodvisno prognostično vrednost (p = 0,034) (59). V zadnjem obdobju je Keyes s sod. 
poročala, da je ploidija DNK na igelnih biopsijah populacije RP z ugodnejšo prognozo pokazala 
neodvisno napoved preživetja brez BKR (razmerje tveganj 5,13, p = 0,001) (22). Lau s sod. je na 
vzorcih prostatektomij ugotovil, da ploidija DNK pokaže neodvisno prognostično vrednost na 
populaciji bolnikov z GS 7, ne pa z GS 8–10 (60). Pretorious s sod. je prav tako na vzorcih 
prostatektomij z GS 7 ugotovil, da je ploidija DNK edini statistično značilni napovedni dejavnik 
zgodnje ponovitve RP (23). Lennartz s sod. je ugotovil, da je kombinacija ploidije DNK in 
delecije majhnih fragmentov kromosoma kot na primer 6q15 močan neodvisni napovedni 
dejavnik BKR pri populaciji bolnikov z GG2 (24). 
V naši raziskavi smo na vzorcih prostatektomij z oceno GG1 in GG2 (trije vzorci so bili GG3) 
ugotovili, da je ploidija DNK neodvisen napovedni dejavnik BKR (razmerje tveganj 7,3, p = 
0,001). Tako smo potrdili, da ploidija DNK doda prognostično vrednost pri tej populaciji 
bolnikov z rakom prostate. 
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4.3. KLINIČNI POMEN OCEN TKIVNEGA FENOTIPA 
Kvantitativni tkivni fenotip (ocena QTP) je sestavljen iz meritev tkivne organizacije na več 
ravneh (tkivna arhitektura) ter iz meritev morfologije jedra ali teksture kromatina (jedrni 
fenotip). Obe tkivni oceni sta v grobem pokazali podobno prognostično vrednost. Pokazali sta 
primerljivo soodvisnost z BKR (test hi-kvadrat). Tako ocena MSTA kot ocena LDO sta bili 
boljši napovedni dejavnik biokemične ponovitve glede na histopatološko oceno splošnega 
patologa (univariatna in multivariatna analiza), med tem ko je ocena patologa eksperta bolje 
napovedala izid RP. To je unikatna ugotovitev naše raziskave, saj so v raziskavah opisane 
literature uporabljali le oceno patologa eksperta, ki ni vedno na voljo v vsakdanji klinični praksi. 
Čeprav so nekateri raziskovalci ugotovili, da so njihove kombinacije značilk npr. v obliki ocene 
QNG ali ocene TABS boljše v napovedi BKR v primerjavi z oceno po Gleasonu, so za tvorbo 
teh ocen uporabili veliko število značilk (10–14) (37,39). Statistično gledano je bilo uporabljenih 
preveč značilk glede na število bolnikov v proučevani populaciji – problem pretreniranosti ocen 
(61). V naši raziskavi smo za tvorbo ocene MSTA uporabili 3 značilke in za oceno LDO 5 
značilk. K skupni oceni QTP je torej ob številčnejši populacji prispevalo 8 značilk.  
Pri oceni patologa eksperta sta oceni MSTA in LDO prispevali dodatno prognostično 
informacijo. Ne glede na oceno po Gleasonu patologa eksperta sta oceni MSTA in LDO dodatno 
ločili primere z BKR ali brez BKR (Slika 12 in 16). Ta trend se je nadaljeval, ko smo skupino z 
BKR razdelili po EAU na nizko- in visokorizično. To pomeni, da so bile vrednosti tkivnih ocen 
znotraj ocene EGG1 ali EGG2 višje pri bolj agresivnem fenotipu RP. Povezava tkivnih ocen in 
po EAU rizičnih skupin z BKR doslej še ni bila poročana.   
Na podlagi izsledkov smo predpostavljali klinično uporabnost posameznih ocen. Ocena LDO je 
pokazala neodvisno napovedno vrednost ne glede na ekspertizo patologa. Še več, ocena LDO 
bolje loči primere z BKR ali brez BKR znotraj skupine EGG1 (Slika 16, levo), v skupini EGG2 
pa loči primere z BKR ali brez BKR predvsem na račun visokorizičnih primerov (Slika 16, 
desno). To je pomembna informacija z vidika odločitve o aktivnem opazovanju bolnika, saj 
ocena LDO+ pri oceni EGG1 statistično značilno vpliva na preživetje brez BKR (Slika 17, 
skupini A in B). Pri takšni kombinaciji ocen bi odsvetovali opazovanje. Ocena LDO– skupaj z 
oceno EGG1 potrdi, da gre za nizkorizični RP z neagresivnim fenotipom. Bolnika s takšno oceno 
bi lahko še naprej varno opazovali. Pri oceni EGG2 nismo ugotovili statistično značilne razlike v 
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preživetju brez BKR glede na kombinacijo z oceno LDO– ali LDO+ (Slika 17, skupini C in D). 
Iz grafa kvantilov (Slika 16, desno) pa vidimo, da sprememba v preživetju brez BKR 
najverjetneje nastane zaradi primerov z visokorizičnim BKR. Razlike bi lahko bolje ocenili z več 
primeri v posameznih skupinah.  
Na drugi strani kaže ocena MSTA trend boljšega razlikovanja primerov z BKR ali brez BKR 
znotraj skupine EGG2 kot skupine EGG1. Iz tega sledi, da jedrna morfologija in tkivna 
arhitektura različno ocenjujeta tkivni fenotip. Značilke tkivne arhitekture ocenjujejo organizacijo 
tkiva podobno kot patolog, a s to razliko, da tkivna arhitektura bolj natančno in objektivno 
razčleni tkivne enote. Zato sklepamo, da bi bila ocena MSTA potencialno najbolj uporabna v 
okoljih s splošnimi patologi, kjer bi prispevala predvsem k objektivnosti in ponovljivosti. Če bi 
bili oceni MSTA in GG1 negativni, bi, vključujoč ostale klinične parametre, svetovali 
nadaljevanje opazovanja, in obratno aktivno zdravljenje pri kombinaciji pozitivne ocene MSTA 
in GG2. Ocene vmesnih skupin (GG1/MSTA+ in GG2/MSTA–) pa bi moral dodatno oceniti še 
patolog ekspert. 
Tudi druge raziskave poročajo, da kombinacija tkivnih značilk in histopatološke ocene izboljša 
napoved RP (37,39,42,43). 
Največji klinični potencial ima skupna ocena QTP, ki neodvisno in najbolje loči posamezne 
primere z BKR ali brez BKR in po EAU rizične skupine z BKR. Nadaljnja validacijska raziskava 
z več primeri bi lahko pojasnila, na kakšen način bi najbolje uporabili oceno QTP v vsakdanji 
klinični praksi.  
 
4.4. BIOLOGIJA ZNAČILK TKIVNEGA FENOTIPA 
Histopatološka ocena ocenjuje jedra predvsem z vidika prisotnosti poudarjenih nukleolov (32). 
LDO ocenjuje v jedru genske spremembe večjega obsega, ki jih konvencionalna histopatološka 
ocena ne prepozna (33,40). Te genske spremembe so posledica genske nestabilnosti, ki je 
patognomonični znak malignosti (18,62). Ne glede na to, ali so vzrok razvoja raka posamične 
genske mutacije (teorija genskih mutacij) ali pa so to obsežnejše spremembe na ravni 
kromosoma, ki destabilizirajo bistveno večje število genov (kromosomska teorija), je znano, da 
strukturne kromosomske preureditve vodijo karcinogenezo raka prostate (63). Pri tem igrajo 
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glavno vlogo epigenetski procesi, kot je preoblikovanje kromatina (64). Mutacije SPOP (ang. 
Speckle-type POZ) in CHD1 (ang. Chromodomain-helicase-DNA) genov (kodirajo proteine, ki 
sodelujejo pri oblikovanju kromatina) predstavljajo molekularni podtip RP in so povezane z 
gensko nestabilnostjo in s tem povezanim agresivnim fenotipom RP (65). Dokazi o povezavi 
tega molekularnega podtipa z agresivnostjo fenotipa RP so različni (66). To potrjuje, da je RP 
heterogena bolezen in najverjetneje ena somatska mutacija ali nekaj somatskih mutacij ne 
pojasni biologije RP v celotni populaciji. Poleg tega so raziskovalci pokazali, da se z razvojem 
primarnega tumorja v agresivno bolezen poveča tudi dinamika mutacij in kromosomskih 
preureditev, kar kaže na evolucijo klonov RP in klonsko heterogenost (67). O jasni povezavi 
dogodkov na molekularni ravni in jedrnih strukturnih ali morfoloških sprememb, ki jih lahko 
kvantificiramo, poroča Carleton s sod. (40). Sistematsko prikažejo, kako se kumulativne 
spremembe na genski in epigenetski ravni odražajo v organizaciji jedra, predvsem v povezavi s 
kondenzacijo (teksturo) in lokacijo kromatina v jedru. Hveem s sod. je ugotovil, da so imeli 
bolniki z BKR po RRP izmerjeno manjšo gostoto DNK ob periferiji jedra in povečano gostoto 
DNK v notranjosti jedra, kar je prav obratno kot pri netumorskih jedrih (38).  
4.4.1. Biologija značilk po oceni LDO 
V naši raziskavi smo analizirali jedrno morfologijo epitelijskih celic RP z ugodno prognozo. 
Oceno LDO so tvorile tri značilke, ki merijo teksturo jedra, in dve, ki merita obliko jedra. To 
pomeni, da obe vrsti značilk prispevata k razlikovanju skupin bolnikov. Energija spada v skupino 
značilk Markova, ki opisujejo variacijo stopnje sivine med sosednjimi piksli v jedru (31). 
Energija je nasprotna entropiji in določa višje vrednosti jedrom, ki imajo večja področja s 
konstantno stopnjo sivine (31). Standardni odklon energije loči skupine na podlagi 
spremenljivosti prostorske organiziranosti področij z enakomerno stopnjo sivine. »Stopnja 
sivine« in »kratke dolžine« spadata med jedrne značilke, ki opisujejo odseke povezanih pikslov z 
enako vrednostjo stopnje sivine v vseh glavnih smereh (0°, 45°, 90° in 135°) (31). Povprečje 
stopnje sivine 45° določa višje vrednosti jedrom z neenakomerno stopnjo sivine v smeri 45°. 
Standardni odklon kratkih dolžin 90° pa pripisuje višje vrednosti jedrom s spremenljivostjo v 
številu kratkih komponent kromatina, kar kaže na grobo porazdelitev kromatina (31). Izbor in 
lastnosti teksturnih značilk jedrnega kromatina nakazujejo, da sta variabilnost in prostorsko 
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neenakomerna porazdelitev kromatina v jedru pomembni pri razlikovanju skupin bolnikov z 
BKR ali brez BKR.  
Povprečje sferičnosti in standardni odklon okroglosti nakazujeta, da so rakava jedra agresivnega 
fenotipa v povprečju bolj okrogla in hkrati kažejo večjo spremenljivost v obliki jedra. Če 
povežemo vse izbrane značilke, ugotovimo, da k diferenciaciji med skupinama prispevajo 
spremembe v organizaciji kromatina v jedru, ki se kažejo v obliki neenakomerne prostorske 
porazdelitve in s tem v zvezi je v jedru tudi večja količina DNK. Ti procesi inducirajo 
spremenljivost oblike rakavih jeder. Povezavo med obliko jedra in organizacijo kromatina so 
raziskovali tudi MacAulay s sod. (35). Jedrna lamina s citoskeletom je v interakciji s 
kromatinom. Prenos ter dekondenzacija heterokromatina iz periferije v notranjost jedra je 
povezana s spremembami v uravnavanju jedrnega skeleta ter z agresivnim fenotipom RP (40).  
4.4.2. Biologija značilk po oceni MSTA 
Analiza MSTA meri stopnjo organiziranosti in diferenciacije tkiva. Tkivo ocenjuje z vidika 
položaja celic ali žlez in njihovih medsebojnih prostorskih odnosov, ki se določijo na podlagi 
Voronojevega diagrama in z njim povezanih diagramov. Kayser s sod. je bil eden prvih, ki je 
uvedel principe Voronojevega diagrama v kliniko in raziskoval arhitekturne značilke, tudi v 
povezavi z napovedjo RP (56). Ugotovil je visoko korelacijo med značilkami tkivne arhitekture 
in biologijo rasti rakavega tkiva (68). Tudi stopnja po Gleasonu ocenjuje organiziranost tkiva in 
predvsem strukturo žlez, ki se spreminja s stopnjo dediferenciacije tkiva (69). Zato ni 
presenetljivo, da najpomembnejši značilki, ki tvorita oceno MSTA, merita arhitekturne 
spremembe znotraj posamičnih žlez. Prva loči skupine na podlagi spremenljivosti oblike žlez, 
druga pa glede na spremenljivost razdalj med sosednjimi jedri znotraj žleze. Tretja značilka meri 
spremenljivost oblike Voronojevih poligonov glede na vsa jedra diagnostičnega področja (30). 
Sklepamo, da so arhitekturne spremembe znotraj žlez prvi znak malignosti in potencialno 
agresivnega fenotipa. Nekateri raziskovalci (zgoraj opisane raziskave) so razvili topološke 
modele, ki so se osredotočali le na arhitekturo žlez (42,43). Iz naše raziskave sklepamo, da ima 
strukturni nered, ki se kaže v malignih žlezah, potencial destabilizacije tkivne arhitekture v 
celoti, zato so pri tvorbi ocene MSTA pomembne tako značilke žleznega fenotipa kot značilke, 
osnovane na položaju vseh jeder.  
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4.4.3. Povezava značilk tkivne arhitekture in jedrne morfolgije 
Predvideva se, da lahko mehanske sile sosednjih celic ali ekstracelularnega matriksa sprožijo 
biokemične mehanizme, ki vplivajo na epigenetske spremembe genoma in zmožnost zasevanja 
rakavih celic (39,40). Vpliv mikrookolja na organizacijo jedrnega kromatina in obratno 
predstavlja povezavo med tkivno arhitekturo in jedrno morfologijo. Dogodki na molekularni 
ravni ali genske mutacije se torej z razvojem karcinogeneze izrazijo v spremenjeni tkivni 
arhitekturi in obsežnejših spremembah kromatina v jedru, ki jih lahko izmerimo in povežemo z 
agresivnim rakavim fenotipom. Kombinacijo meritev in ocen smo na koncu povezali v globalno 
tkivno oceno – oceno QTP. Gre za prvo raziskavo, v kateri smo na istih vzorcih igelnih biopsij 
raka prostate določili številčne značilke tkivne arhitekture in jedrne morfologije in jih povezali v 
skupno oceno. V že omenjeni edini raziskavi, ki je določala arhitekturne in morfološke značilke 
RP na vzorcih prostatektomij, obarvanih s HE, so ustvarili oceno TABS (39). Del te ocene pa 
niso bile značilke, ki merijo teksturo kromatina. Najverjetneje je vzrok prav v barvilu HE, saj je 
tionin tisto barvilo, ki kvantitativno obarva DNK v jedru in omogoči natančno določanje jedrne 
teksture. Kot vidimo v naši raziskavi, so prav te značilke najpomembnejše pri razlikovanju 
proučevanih skupin. 
Iz grafikona kvantilov (Slika 18) vidimo, da ocena QTP pokaže najboljši trend pri ločevanju 
agresivnih fenotipov znotraj posamičnih histopatoloških ocen. Iz razsevnega grafikona 
sklepamo, da obe tkivni oceni prispevata k uspešnosti ocene QTP pri razlikovanju skupin z BKR 
ali brez BKR (Slika 20). Pri razlikovanju po EAU viskorizičnih primerov z BKR je prispevek 
ocene LDO bolj izrazit, kar potrdijo tako grafikoni kvantilov (Slika 12 in 16) kot statistična 
analiza (ANOVA: ocena LDO p = 1,4 x 10–9; ocena MSTA p = 0,007). Sklepamo, da so pri 
razlikovanju agresivnih fenotipov RP bistvene genske in epigenetske spremembe v jedru, ki 
pridobijo dodatno prognostično vrednost, če jih interpretiramo v kombinaciji s spremembami 
tkivne arhitekture, predvsem na ravni žleznega fenotipa.  
4.4.4. Biologija ploidije DNK 
Da so spremembe v jedru najpomembnejši dejavnik agresivnega fenotipa RP, lahko potrdimo 
tudi pri rezultatih ploidije DNK. Ploidija DNK poveže informacijo o količini DNK v jedru z 
agresivnim fenotipom RP. Da ima ta informacija pomembno napovedno vrednost, so poročali že 
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številni raziskovalci (20). Bolniki z BKR ter bolniki z agresivnejšo obliko BKR so imeli v naši 
raziskavi več celic z nenormalno oziroma višjo vrednostjo DI. Najverjetneje so te celice 
pripadale anevploidnim celicam, čeprav so lahko bile med njimi tudi normalne diploidne celice v 
fazi proliferacije. Poleg tega lahko metoda slikovne citometrije DNK zaradi omejitev pri 
resoluciji zgreši spremembo DNK v velikosti 150 megabaz, kar ustreza velikosti približno enega 
kromosoma (35). Kljub tem omejitvam se je nenormalna količina DNK oziroma povečana 
količina DNK v jedru v naši raziskavi izkazala kot neodvisni napovedni dejavnik BKR 
(multivariatna analiza, p = 0,001), med tem ko ocena patologa eksperta ni dosegla neodvisne 
prognostične vrednosti.  
Večja količina DNK v jedru rakavih celic spremeni prostorsko porazdelitev kromatina v jedru in 
obliko jedra, kar lahko izmerimo z značilkami jedrne morfologije na vzorcih igelnih biopsij, kjer 
primanjkuje rakavih celic za analizo ploidije DNK. Če nam informacija o agresivnosti RP na 
vzorcih prostatektomij pripomore pri odločitvi glede adjuvantnih terapij, je ta informacija, 
pridobljena z igelnih biopsij, še pomembnejša, saj se odločamo ali bolnika zdraviti ali ne, 
oziroma kakšna je verjetnost potrebe po multimodalnem zdravljenje pri najbolj agresivnih 
oblikah RP. Ker je trenutno določanje ploidije DNK na igelnih biopsijah zaradi pomanjkanja 
rakavega tkiva pogosto neuspešno, procesi celične izolacije pa so dolgotrajni in dragi, je direktno 
določanje tkivnih značilk iz tankotkivnih rezin RP hitrejše in bolj enostavno. Vsekakor je v naši 
raziskavi dokazana neodvisna prognostična vrednost ocene QTP za napoved BKR korak naprej v 
smer klinične uporabnosti nove metode. Zaradi enostavnosti in stopnje avtomatizacije ima tkivna 
arhitektura trenutno večji potencial za uspešno integracijo v vsakodnevno klinično rabo. Procesi 
dodatne segementacije in razvrščanja »dobrih jeder« za določanje ocene LDO in skupne ocene 
QTP so namreč za zdaj še relativno zamudni.  
Za bolj natančno oceno prognostične vrednosti ocen MSTA, LDO ali QTP je treba rezultate 
validirati na številčnejši populaciji, vsekakor pa smo z raziskavo pokazali njihovo potencialno 
klinično uporabnost in bi jih lahko vključili v klinično prakso pri prospektivnem spremljanju 
bolnikov. 
Tehnologija za določanje tkivnih ocen je cenejša kot genski testi (Decipher ali Oncotype Dx). 
Strošek določanja slikovnih biomarkerjev ocenjujemo na do 500 USD. Stroški tkivnih genskih 
testov so med 3000 in 5000 USD, stroškovna učinkovitost pa ni dokazana pri vseh testih (16). 
Genski testi so komercialno dostopni in trenutno lažje izvedljivi kot določanje slikovnih 
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biomarkerjev. Z nadaljnjim razvojem programske opreme in stopnje avtomatizacije pa bodo 
dostopni tudi slikovni biomarkerji. Potrebna bi bila primerjava prognostične vrednosti in 
stroškovne učinkovitosti slikovnih biomarkerjev z genskimi testi, s čimer bi dobili oceno 
dejanske klinične uporabnosti obojih. 
 
4.5. OMEJITVE RAZISKAVE 
Omejitev raziskave predstavlja dejstvo, da je več kot polovica bolnikov z BKR prejela reševalno 
terapijo, kar onemogoča oceno preživetja brez zasevkov kot končno točko raziskave. Da bi 
najbolje ocenili agresivni potencial biokemične ponovitve po RRP, smo za definicijo BKR 
uporabili prag vrednosti PSA pri 0,4 ng/ml, ki po literaturi najbolje predvideva zasevke (44). 
Poleg  tega smo populacijo z BKR na podlagi PSA–DT razdelili med bolj ali manj agresivne. 
Kljub temu, da smo z raziskavo dokazali, da ima nova kvantitativna metoda potencial 
razlikovanja ne samo bolnikov z BKR in brez BKR, temveč tudi tistih s po EAU visokorizično 
ponovitvijo, je potrebna raziskava z večjim številom bolnikov, zlasti v skupini z BKR. 
S to raziskavo nismo ocenjevali korelacije ocen tkiv igelnih biopsij s prostatektomijami in s tem 
povezane zmote slepega vzorčenja in heterogenosti bolezni. Smo pa zato podcenjenost ocene po 
Gleasonu na igelnih biopsijah zaradi multifokalnosti in klonske heterogenosti RP deloma 
nadomestili z izborom najslabšega vzorca po Gleasonu, kot ga je določil patolog ekspert. Takšen 
način »kompenzacije« so potrdili raziskovalci Danielsonove skupine, ki so sicer ugotavljali, da je 
še bolj optimalna »kompenzacija« analiza več vzorcev (70). Je pa tudi res, da je naša populacija 
glede na klinične parametre precej homogena, z majhnimi volumni RP, med tem ko so bili v 
Cyllovi raziskavi večinoma preiskovanci z lokalno napredovalim RP in RP z večjimi volumni 
(70). Zato mislimo, da je bil v naši študiji učinek heterogenosti na rezultate manjši.  
Procesi jedrne segmentacije in razvrščanja še niso povsem samodejni. Ti procesi so  trenutno še 
relativno zamudni. Z razvojem stopnje avtomatizacije pri določanju tkivnih značilk, predvsem 





4.6. PRISPEVEK K ZNANOSTI 
Do sedaj v literaturi ni bilo navedeno, da bi na vzorcih istih preiskovancev preiskusili toliko 
različnih slikovnih biomarkerjev in jih primerjali ne samo z oceno patologa eksperta, temveč tudi 
z oceno splošnega patologa. Pokazali smo, da je lahko prognostična vrednost tkivnih ocen 
različna glede na okolje potencialne uporabe (okolje s splošnim patologom ali z ekspertom). 
Ugotovili smo, da imajo značilke tkivne arhitekturne ali jedrne morfologije boljšo napovedno 
vrednost za BKR glede na histopatološko oceno splošnega patologa, v kombinaciji s splošnim 
patologom ali patologom ekspertom pa dodatno izboljšajo napoved tveganja za BKR. 
V literaturi je malo raziskav, ki preučujejo prognostično (ne diagnostično) vrednost značilk 
tkivne arhitekture ali jedrnih značilk. Prvi smo raziskali prognostično vrednost obojih in v 
kombinaciji na igelnih biopsijah raka prostate z ugodnim tveganjem.  
Ker smo dokazali, da lahko z novo kvantitativno metodo pridobimo neodvisne prognostične 
informacije iz zelo majhnih področji rakavega tkiva, lahko na ta način dodatno ovrednotimo 
primere z malo rakavega tkiva in ugodno prognozo po standardnih histopatološkihi kriterijih. 
Takšna informacija lahko vpliva na potek zdravljenja.  
Iz bogatega nabora arhitekturnih in jedrnih značilk smo s to raziskavo ustvarili lasten »tkivni 
podpis« (ocena MSTA, LDO in QTP), ki korelira z agresivnostjo raka prostate in ima na tkivu 
igelne biopsije večjo klinično vrednost od ploidije DNK in potencialno boljšo prognostično 
vrednost od ocene po Gleasonu. To je potrebno potrditi na številčnejši populaciji in v 
prospektivni raziskavi. Ta metoda ima zaradi objektivnih in prognostičnih lastnosti potencial 









Z raziskavo smo dokazali, da lahko iz majhnega diagnostičnega področja igelene biopsije z 
meritvami tkivnih značilk pridobimo primerljive ali celo boljše prognostične informacije v 
primerjavi s histopatološko oceno celotnega tkiva ali z oceno ploidije DNK iz vzorcev 
prostatektomij.  
 
Kombinacija slikovnocitometričnih meritev jedrnih značilk in tkivne arhitekture (ocena QTP) 
neodvisno napove biokemični recidiv po radikalni prostatektomiji pri bolnikih z nizko– in 
srednjerizičnim rakom prostate. 
 
Ocena QTP ima pri bolnikih z nizko– in srednjerizičnim rakom prostate boljšo napovedno 
vrednost za pojav BKR po radikalni prostatektomiji kot ocena po Gleasonu ali ploidija DNK. 
 
Ocena QTP ima pri bolnikih z nizko– in srednjerizičnim rakom prostate boljšo napovedno 
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